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RESUMEN 
El gen KRAS es un oncogén que codifica para una proteína transductora GTPasa La 
activación de mutaciones en el gen ¡(RAS afecta la capacidad de la proteína KRAS de 
cambiar del estado activo e inactivo Este oncogén, es uno de los genes alterados 
tempranamente durante la patogénesis del cáncer colorrectal El tipo silvestre del 
KRAS, usualmente promociona la progresión del ciclo celular, en condiciones 
mutadas, puede inducir crecimiento y apoptosis El propósito de este estudio fue 
identificar los tipos de mutaciones en el gen KRAS en pacientes referidos con cáncer 
colorrectal Metodología. Realizamos amplificaciones del gen KRAS, seguido de la 
secuenciación para determinar mutaciones existentes. Logramos implementar la 
técnica diagnóstica para la detección de las mutaciones presentes en el codón 12 del 
oncogén KRAS y determinamos las frecuencias de las mutaciones en nuestra 
población Resultados La frecuencia de mutaciones en el codón 12 es de 62 %, 
semejante a la reportada para otras poblaciones En este estudio no se observó 
diferencias significativas en la frecuencia de mutaciones entre ambos sexos, el rango 
de edad comprendido entre 60-70 años tiene la mayor frecuencia de mutaciones 
presentes (42%) No se observó diferencia significativa en las frecuencias de las 
mutaciones y en la edad de los pacientes Conclusiones y contribuciones El método 
diagnóstico basado en la Reacción en Cadena de la Polumerasa y posterior 
secuenciación permitió detectar la presencia de mutaciones en el codón 12 del gen 
KRAS Este estudio permitirá a los pacientes con cáncer colorrectal, un diagnóstico 
temprano y permitiéndoles que reciban terapia dirigida a células dianas, aumentando 
la supervivencia del paciente Contribuirá con el desarrollo de métodos adecuados en 
el diagnóstico de los tumores, será usado como un valor predictivo en la evolución de 
la enfermedad y en el desarrollo de metodologías para la terapia génuca. 
MUTATIONS EN THE GENE KRAS EN TUMOR TISSUE SAMPLE 
Summary 
The KRAS gene is an oncogene thai encodes a protein C3TPase Activaling mutations in the 
KRAS gene affects the ability of protein KRAS change active and inactive state This 
oncogene, is one of the genes altered early during the paxhogenesis of cotorectal cancer The 
KRAS wild type, usually promotes the progression of the cell cycle, mutated conditions, it can 
induce growth and apoptosis The purpose of thus study was to identify the types of mutalions 
in the KRAS gene in patients with colorectal cancer Methodology We perform arnplifications 
of the KRAS gene, followed by sequencing to determine existing mutations Wc were able to 
implement the diagnostic technique for the detection of mutaiions in the KRAS oncogene 
codon 12 and determine the ftequencies of the mutations in our populalion Resutts The 
frequency of mutations in codon 12 is 62°!., similar to thaI reponed for other populations No 
significant differences in the frequency of mutations between the sexes was obsei-ved in this 
study, the age range between 60-70 years is the increased frequency of these mutations (42%) 
No significant difference in the frequencies of the mutations and the age of the patients was 
observed Conclusions and contnbutions The diagsiostic method based on polymerase chain 
reaction and subsequeni scquencing allowed detected the presence of mutations in the KRAS 
gene codon 12 This study will enable patients with colorectal cancer, early diagnosis and 
aliowing them to receive therapy aimed al targets cells, increasing the survival of the patient 
It will contnbute to the development of methods in the diagnosis of tumors It will be used as 
a predictive value in the evolution of the disease and the development of methodologies for 
gene therapy 
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INTRODUCCIÓN 
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INTRODUCCIÓN 
1 Cáncer colorrectal 
El cáncer colorrectal, también llamado cáncer de colon, incluye cualquier tipo de 
neoplasias del colon, recto y apéndice Se origina cuando células normales de las 
paredes del colon o del recto cambian y crecen sin control, y forman una masa 
llamada tumor Un tumor puede ser benigno (no canceroso) o maligno (canceroso, lo 
que significa que puede diseminarse a otras partes del cuerpo) 
Se piensa que muchos de los casos de cáncer colorrectal nacen de 
un pólipo adenomatoso en el colon Estos crecimientos celulares en forma 
de hongo son usualmente benignos, pero de vez en cuando se vuelven cancerosos con 
el tiempo En la mayoría de los casos, el diagnóstico del cáncer localizado es 
por colonoscopia. El tratamiento es por lo general quirúrgico, en muchos casos es 
seguido por quimioterapia yio radioterapia. En la figura 1 podemos observar las 
etapas del cáncer de colon 
Normal 
GaogIo 	 Vaso 
lic? t1co 	 ,antuir, 
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Se tLsem,na n otros órgasos 
Fig. 1. Etapas del Cáncer de colon. Fuente: 2005 Terese Winslow. 
1.1. Epidemiología del cáncer colorrecta) 
El cáncer colorrectal (CCR) es el tercer cáncer más común en hombre (746,000 
casos. 10.0% del total) y el segundo en las mujeres (614,000, casos 9.2 % del total). 
Es el tercero en incidencia para ambos sexos de acuerdo al informe de la Agencia 
internacional para la Investigación en cancer (International Agency for Research on 
Cancer, IARC) de la Organización mundial de la salud (OMS / World Health for 
Organization, W}1O), en su reporte Cilobocan 2012. En la figura 2 se muestran la 
incidencia y mortalidad de los cánceres más frecuentes a nivel mundial según la 
IARC. 
4 
Breast 
Prostate 
Lung 
Colorectum 
CervLx uteri 
Stornach 
Liver 
Corpus uten 
Ovare 
Oesophagus 
Bladder 
Non-Hodgkin lyniphoma 
Leukaemia 
Kidney 
U Incidence 
Pancreas 	 U Mortality 
0 	 10 	 20 	 30 	 40 	 50 
ASR (W) rate per i 00.000 
Fig. 2 Incidencia y mortalidad de cánceres más frecuentes a nivel mundial. 
Fuente: GLOBOCAN 2012, IARC de la Organización Mundial de 
la Salud. 
Según la Organización mundial de salud (OMS), en el mundo se diagnosticarán 
casi 22 millones de casos de cáncer en 2030, frente a 14 millones en 2012, debido a 
un Fuerte incremento de la enfermedad en los países en desarrollo. En ese mismo 
lapso, las muertes por esta patología pasarán de 8.2 millones a 13 millones por año. 
Aproximadamente, el 55% de los casos se diagnóstica en regiones más desarrolladas. 
Las tendencias van de la mano con el aumento y el envejecimiento de la población y 
con la adopción creciente de hábitos riesgosos como fumar, según informe de la 
5 
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Agencia internacional para la Investigación en cáncer (IARC) de la OMS El mayor 
impactó afectará a los países de menores recursos, muchos de los cuales están mal 
equipados para afrontar este incremento en los casos de cáncer Según este informe, el 
cáncer sustituyó a las enfermedades cardiovasculares como causa principal de muerte 
a partir de 2011 y  el número anual de diagnósticos paso de 12,7 millones en 2008 a 
14,1 millones en 2012 
También existen diferencias regionales, ya que más deI 60% de los casos de cáncer 
y 70 % de las muertes ocurren en Afinca, Asia, América Central y del Sur, indica el 
informe mundial De cara al futuro, el informe recuerda que la población global 
pasará de 7,000 millones de seres humanos en 2012 a unos 8,300 millones en 2025 
Por lo general, el cáncer se diagnóstica a una edad más tardía en los países menos 
desarrollados 
En España, de la Agencia internacional para la Investigación en cáncer (IARC) de 
la OMS, muestran que en el 2012 se diagnosticaron 215,534 tumores y según el 
informe del la OMS, Globocan 2012, se calcula que en 2015 esta cifra alcanzará los 
227,076 diagnósticos. El cáncer colorrectal sigue siendo el de mayor incidencia en 
España- 
Los 
&
 datos reportados, indican que en Argentina el cáncer colorrectal ocupa el 
segundo lugar en incidencia de todos los cánceres 
En Panamá, el cáncer colorrectal ocupa el quinto lugar de incidencia atendido en el 
Instituto Oncológico Nacional (ION) 
La tasa de cáncer por cada 100 mil habitantes en Panamá se incrementó de 8 3 a 
8 8 en los últimos tres años 
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En los ultimos nueve años, el instituto Oncológico Nacional ha diagnosticado a 
más de lOO panameños con esta patología, a razón de unos lO casos por año Las 
cifras del instituto Oncológico Nacional (ION) indican que el 62% total de los casos 
está en la población entre los 50 y 70 años 
En el año 2003, cuando se empezó a detectar esta enfermedad en Panamá, solo se 
encontraron 79 casos Antes de este año, esta patología no era detectada sino hasta 
que el paciente había fallecido 
El Ministerio de salud (MINSA) y el instituto Oncológico nacional (ION) 
reportaron en el 2009, 259 casos nuevos de cáncer colorrectal (CCR) de un total de 
5,432 pacientes En el 2011, se registraron 235 defunciones de un total de2626 casos 
de pacientes con cáncer En el 2012, 197 nuevos casos registrados 
En Panamá, 372 personas son diagnosticadas con este tumor anualmente, de los 
cuales fallecen 256 Ésta es una cifra asombrosa si se considera que la enfermedad es 
potencialmente curable cuando se diagnóstica en sus primeras etapas 
De acuerdo con cifras de la Organización Mundial de la salud (OMS), se estiman 
alrededor de 608 000 muertes por este padecimiento en el mundo, convirtiéndolo en la 
cuarta causa de fallecimientos más común por cáncer Se calcula también que 
globalmente, más de 1200 000 nuevos casos son diagnosticados por año 
El cáncer colorrectal puede presentarse a cualquier edad, más del 90% de los 
pacientes tienen más de 40 años, a partir de esa edad, el riesgo se duplica cada diez 
años Además de la edad, existen otros flictores de alto riesgo, entre ellos, 
antecedentes familiares de cáncer colorrectal y pólipos o de colitis ulcerosa, pólipos 
en el colon o cáncer en otros órganos, especialmente cáncer de mama o de útero 
8 
Se necesita desesperadamente un diagnóstico temprano Más del 601/1  de los casos 
de fallecimiento ocurren en Afinca, Asia y América Central y del Sur, que suman el 
70% de casos de muerte por Cáncer en todo el mundo, una situación que empeora por 
la falta de detección temprana y accesos a los distintos tratamientos 
Si el cáncer se detecta y trata en sus primeras etapas, entre el 80  90% de los 
pacientes recuperan una salud normal La tasa de curación disminuye al 501º o menos 
cuando se diagnóstica en etapas posteriores 
1 2 	 Anatomía del colon y el recto 
El colon y el recto conforman el intestino grueso, que tiene un papel importante en 
la formación de los excrementos Los primeros cinco a seis pies de intestino grueso 
corresponden al colon y las últimas seis pulgadas, al recto (que termina en el ano) 
El colon se divide en cuatro secciones El colon ascendente es la porción que se 
extiende desde una bolsa denominada ciego (el comienzo del intestino grueso donde 
el intestino delgado se vacía), a la derecha del abdomen El colon transversal cruza 
por la parte superior del abdomen El colon descendente lleva los excrementos hacia 
abajo, a la izquierda Finalmente, el colon sigmoide, ubicado en la parte final, 
conduce los excrementos unas pulgadas más abajo hacia el recto El cuerpo elimina 
los excrementos a través del ano 
13 	 Genética y Cáncer 
El cáncer es la consecuencia de una serie de alteraciones genéticas que 
progresivamente interrumpen el mecanismo normal que controla la proliferación 
celular 
9 
El cáncer colorrectal (CCR) evoluciona a través de una sene de formas 
histopatológicas, comenzando con áreas displásicas del epitelio del Colon, pasando a 
través de un estado de pólipos adematosos y finalmente progresando a un carcinoma 
Las técnicas de donación de genes han permitido a los investigadores identificar, 
aislar y estudiar en detalle una serie de protooncogenes, que en su forma mutante 
(oncogenes) imparten un carácter maligno a las células Los protooncogenes son 
genes que codifican para proteínas del genoma humano, están compuestos de una 
región reguladora y una estructural La pnmera modula la transcnpción de la 
segunda en respuesta a un estímulo, mientras que la segunda codifica la secuencia 
ammoacfdica para la proteína en cuestión Estos genes están implicados en el control 
de la proliferación, cambios en su región promotora y estructural pueden activar el 
protooncogén convirtiéndolo en oncogén (Weinbcrg RA, 1994) 
Los diversos cambios genéticos que activan a los oncogenes, mcluyendo las 
mutaciones puntuales y los rearreglos cromosómicos a gran escala, son detectables en 
los genomas de las células tumorales, pero no en el genoma de las células de tejido 
normal adyacentes 
Estas lesiones genéticas se derivan de una célula dentro del tejido blanco, la cual se 
convierte en el anCestro de la población total del tumor completo Dichas mutaciones 
somáticas no tienen efecto en las células germinales y no son transmitidas 
genéticamente a la progenie del organismo afectado (Weinberg RA, 1994) 
Trabajos más recientes han identificado la existencia de otros tipos de genes genes 
supresores de tumor, inicialmente conocidos como antioncogenes, los cuales juegan 
una función igualmente importante en la patogénesis del cáncer humano 
lo 
A los genes supresores de tumores se les llamaba genes guardianes del organismo, 
pues su función es mantener el ciclo y crecimiento celular de una forma adecuada, 
función que se pierde al mutarse ambos alelos 
14 	 Alteraciones génicas encontradas en el cáncer colorrectal 
En 1998, Volgelstein y colaboradores, estudiaron la participación de cuatro 
alteraciones génicas en el Cáncer Colorrectal mutaciones en el gen RAS y delecciones 
en los cromosomas 5, 17 y  18 Encontraron mutaciones del gen RAS en Adenomas, 
siendo ésta la primera demostración de su presencia en tumores humanos benignos 
Delattre y colaboradores, en 1989 revisaron los tres tipos generales de alteraciones 
genéticas en cáncer colonrectal 1 Cambios en el contenido de DNA de las células 
malignas detectables por citometria de flujo, 2 Pérdida de material genético (pérdida 
completa del cromosoma 18, rearreglo estructural del brazo corto del cromosoma 17 
y pérdida parcial de 5q, como se demuestra por pérdida de heterocigocidad, y  3 
Mutaciones puntuales de los oncogenes RAS Ellos encontraron que en un casi 401/1 
 de 
los tumores hubo activación del gen RAS (principalmente KRAS) y que ésta se debía a 
cambios en los codones 12 y  13 En la figura 3 se observa los pasos de las alteraciones 
génicas para la producción de cáncer de colon 
Otr,ssakrr4<~ 
4» 
Fig.3 Modelos para la producción del Cáncer de Colon. El primer paso es la pérdida 
o inactivación del gen APC del cromosomas 5. En los casos familiares, se 
hereda un gen mutante. La pérdida de ambos mutantes da lugar a la formación 
de adenomas benignos. Las mutaciones posteriores que involucren a los genes 
en los cromosomas 12, 17 y  18 de las células de los adenomas benignos. 
Fuente: Genética del Cáncer de Colon. Vojvodic, Iván. Julio 02 2009. 
Fearon y Vogeistein, en 1990, revisaron las evidencias que apoyan su modelo 
genético en etapas para la tumorogénesis colorrectal. Ellos sugirieron que mutaciones 
múltiples conducen a la progresión del epitelio normal a carcinoma metastásico a 
través de epitelio hiperplásico-adenoma temprano-adenoma intermedio-adenoma 
tardío-carcinoma. Los genes blancos para estas mutaciones incluyen APC 
(Adenomatous polyposisok coli) en el cromosoma 5, K-ras en el cromosoma 12, p53 
en hp, y DCC (Deleted in colorrectal carcinoma) en el cromosoma 18. 
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2 Superfamilia RAS 
Las proteínas de la superfamilia RAS son pequeñas proteínas G monoméricas de 
peso molecular entre 20  40 kDA, también llamadas pequeñas CiTPasas (Frg 4) 
Fig 4 Dendograma de la Superfamilia RAS, Proteínas (3 pequeñas (Takai et al, 
2001) 
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Estas pequeñas proteínas actúan como interruptores moleculares al ejercer una 
gran variedad de funciones como la regulación de la expresión gnica, proliferación 
celular, migración, organización del citoesqueleto, tráfico iniracelular de vesículas y 
transporte de proteínas entre el núcleo y el citoplasma. 
En humanos, esta superfamilia de proteínas Ras está compuesta por unos 150 
proteínas con homólogos encontrados en Drosophila, C ele gans, S cerevzsiae, 
Dictyosiel:um y en plantas, y que tienen en común un dominio de unión a GTP 
(Bourne el al, 1990, Wennerberg el al, 2005) Las proteínas RAS más conocidas y 
estudiadas, H, N y K-RAS, son los miembros fundadores de esta gran familia, la cual 
se dividen en al menos cinco familias atendiendo a la similitud de su secuencia y su 
función 
• Ras (Ras sarcoma) Involucrada en la regulación de la expresión génica, apoptosis, 
proliferación, diferenciación y morfología celular (Takai eta!, 200 1) 
• Rho (Ras homologous) Participan en la reorganización de los filamentos de actina, 
regulación del ciclo celular y de la expresión génuca (Etienne-Manneville & Hall, 
2002) 
• Rab (Ras-like proteins in brain) Controlan el transporte vesicular y el trafico de 
proteínas entre distintos orgánulos (Zerial & McBnde, 200 1) 
• Arf(ADP-nbosylation factor) Regulan el tráfico vesicular (Memon, 2004) 
• Ran (Ras-like nuclear). Implicadas en el transporte nucleocitoplasmático de ARN y 
proteínas (Weis, 2003) 
Estas proteínas poseen características generales comunes tienen la capacidad de 
unir nucleótidos de guanina (Guanosin Trifosfato, GTP o Guanosín Difosfato, GDP), 
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poseen actividad GTPasa intrínseca y necesitan estar unidas a sistemas de membranas 
para realizar su función 
2 1 	 Estructura bioquímica de las GTPasas de la superfamilia RAS 
Los distintos miembros de la familia comparten entre un 30 y  un 50 % de identidad 
en la secuencia, y todos ellos poseen un motivo consenso responsable de la unión e 
hidrolisis del GTP (Valencia el al, 1991) Estas secuencias consensus son llamadas 
"Ci box" se encuentran en e! extremo N-termina¡ (Takai el al, 2001, y  son las 
responsables para la interacción con GUI' o GTP y para la actividad GTPasa En la 
figura 5 se observan las secuencias consensus para la unión a GDP o GTP 
Switchl 	 Swicthll 
N 1 	 -e 
CXXXXCK 	 T 	 DXXG 	 NKXD 	 EXSAX 
Fig 5 Secuencia consensus para la unión a GDP o GTP y actividad GTPasa 
A. Ala, D Asp, E Glu, G Cuy, K lys, N Asn, S Ser y X cualquier 
aminoácido 
Las mayores diferencias entre la estructura activa e inactiva se localizan en unas 
regiones denominadas switch ¡y switch II que envuelven al fosfato T  del GTP (Fig 5) 
El cambio conformacional de la proteína unida a GTP posee una elevada afinidad 
por los efectores Estos cambios en el Switch ¡y Switch II son los que permiten a las 
proteínas reguladoras, GEFs y GAPs y, a las efectoras, detectar al nucleátido al cual la 
GTPasa se encuentra unido Las proteínas Arf y las proteínas Ran tienen secuencias 
en el extremo amino y carboxi terminal respectivamente, que también sufren unos 
cambios conformacionales significativos a] estar unido a GTP o GDP 
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En General, las GTPasas son activadas cuando se encuentran unidas a GTP, pero 
para las proteínas Rab, Arf y Ran el estar unidas a GDP también presenta 
determinadas funciones específicas 
Los cambios conformacionales que ocurren en la región switch ¡ son especialmente 
relevantes para la unión de los efectores, ya que provoca que la estructura activa tenga 
una afinidad alta por ellos (Bishop & Hall, 2000) Tienen una zona denominada lazo-
P, que interacciona con los fosfatos a y 3 Una característica importante de la mayoría 
de estas proteínas es que son modificadas posttraduccionalmente por lípidos 
Estas modificaciones son esenciales para favorecer la asociación con la membrana y 
para determinar su localización subcelular Algunas enzimas que llevan a cabo esta 
función son dianas de tratamientos antitumorales 
Ciclo de Regulación de las GTPasas Estas pequeñas GTPasas tienen una elevada 
afinidad por el GDP y el GTP y presentan baja actividad GTPasa intrínseca.. 
A estas GTPasas también se les denomina interruptores moleculares debido a que 
oscilan entre dos estados, activo e inactivo, en función de si están unidas a GTP o a 
GDP respectivamente 
El paso de un estado a otro se produce de manera muy lenta, por lo que necesita ser 
catalizado por otros tipos de proteínas reguladores Los GEFs (Guanme nucleotide 
exchagefaciors) favorecen el intercambio de GDP por GTP, activando a la G IPasa,, 
promoviendo la formación de la forma activa de la GTPasas unida a GTP (Schmidt & 
Hall 2002)(Mitin el al, 2005) mientras que los GAPs (GTPase activating proteins) 
estimulan su actividad hidrolasa intrínseca, provocando su inactivación, es decir, 
aceleran la formación de la forma inactiva de la GTPasa unida a (iDP Algunas 
GTPasas como Rho y Rab son reguladas adicionalmente por un tercer tipo de 
16 
proteínas, los GDIs (Guanine nucleotide dissociation inhibitors), que enmascaran los 
grupos isoprenilo y retienen a las proteínas inactivas en el citosol 
2 2 Modificaciones lipídicas 
Una segunda características de la mayoría de las proteínas que componen la 
super-familia RAS, es la modificación postiraduccional por adición de lípidos Las 
proteínas RAS y Rho terminan en una secuencia CAAX (C Cys, A Alifático, X 
cualquier aminoácido) Este motivo CAAX es una secuencia reconocida por las 
enzimas farnesiltransferasas y geranilgeraniltransferasas 1 que catalizan la adición 
covalente de los isoprenoides farnesil y geranil, respectivamente, al residuo cisteina 
de esta secuencia Los miembros de la subfamilia Rab también terminan con una 
secuencia que contiene una cisteína que será modificada, pero en este caso hay más 
heterogeneidad Estas secuencias pueden ser CC, CXC, CCX, CCXX o CCXXX Las 
cisteínas serán modifiradas por las geranilgeraniltransferasas II que adicionaran 
grupos geranil. Algunos miembros de la familia Arf se modifican en el extremo amino 
por un minstilo Estas modificaciones lipídicas son esenciales para la interacción de 
las GTPasas con las membranas celulares 
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23 Funciones Biológicas de las GTPasas 
2.3.1 La Familia Rho 
Las Ras Homologus proteins (Rho) son proteínas transductoras que integran los 
estímulos extracelulares para regular la reorganización de (a actina, la progresión del 
ciclo celular y la expresión génica (Etienne-Manneville & Hall 2002) (Jaife and Hall 
2005). Se ha identificado aproximadamente veinte miembros de esta familia, y los más 
estudiados, han sido las proteínas Rho A, Rac 1 y  Cdc42. En la figura 6 se observa un 
dendograma de la Familia Rho GTPasa. 
Rani 
Fig. 6 Dendograma de la Familia Rho GTPasa y sus representativos de otras 
superfamilias de RAS-GTPasas. (Wennerberg & Der, 2004). 
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Las GTPasas. Rho regulan la reorganización de la actina RhoA promueve la 
formación de fibras de estrés y de adhesiones focales, Rae 1 promueve la formación de 
lamelhpodia y de "ruifies" de membrana y Cdc42 promueve "microspikes" de actina y 
de fllopodias 
Las GTPasas Rho están implicadas en la regulación de la polaridad, en el 
movimiento y en la forma celular, en las interacciones célula-célula y célula-matriz así 
como en la endocitosis y exocitosis (Rtdley 2001) (Jaife & Hall 2005) Como reflejo 
de su implicación en diferentes procesos celulares, RhoA, Rae! y Cdc42 están 
reguladas cada una por una diversidad de GAPs y GEFs (Schmidt & Hall 2002) (Moon 
& Zheng 2003) y  también utilizan diferentes efectores para llevar a cabo sus efectos 
(Bishop & Hall 2000) 
Las proteínas de la subfamilia Rnd, otras G FPasa de la familia Rho, participan en la 
reorganización de la actina (Wennerberg & Der, 2004) 
Los tres miembros de la familia Rnd Rndl, Rnd2 y RhoE/Rnd3, tienen un 45-49% 
de homología respecto RhoA y tienen unas características bioquímicas y funcionales 
diferentes a ésta (Nobes el al, 1998) (Foster el al, 1996) Estas proteínas son 
consideradas GTPasas deficientes ya que son inestables en forma GDP y tiene mucha 
afinidad por GTP RhoE/Rnd3 se encuentra constitutivamente unida a GTP Otra 
característica que las diferencia del resto de Rho GTPasa, es que se encuentran 
farnesiladas en vez de geranilgeraniladas Estas proteínas inhiben los fenómenos de la 
formación de fibras de estrés y adhesiones focales (Noves el al, 1998) (Guasch el al, 
1998) 
Estos efectos están mediados por la unión y activación de p190 RhoGAP 
(Wennerberg el al, 2003) y  en el caso de Rnd3/RhoE, por unión e inactivación del 
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efector de RhoA, ROCK1 (Riento el al, 2003) La proteína Rnd3fRhoE también está 
implicada en la inhibición de la progresión del ciclo celular y de la transformación 
inducida por RAS (Villalonga eta!, 2004) 
Las proteínas Miro, son unas proteínas que fueron descritas al principio como de la 
familia Rho pero que, por sus características atípicas, ahora se describen como un 
subgrupo propio de la superfamilia RAS Estas proteínas no regulan el citoesqueleto, si 
no que se encuentran en las mitocondrias, regulando la integridad de este 
compartimiento (Wennerberg & Der, 2004) 
232 La familia Rab 
La Familia Rab "s-like proteins in rain" (Rab), conforman la rama de la 
superfamilia RAS con más miembros, aproximadamente 61 (Pereira-Leal & Seabra, 
2001) Las GTPavs Rab son reguladores del transporte vesicular intracelular y el 
transporte de proteínas entre diferentes orgánulos de las vías endociticas y secretora 
(Zenal & Mc Bride, 2001) Las proteínas Rab participan en la formación de vesículas 
y escición del compartimento donador, el transporte hasta el compartimento aceptor y 
en la fusión de las vesículas y liberación del contenido en este compartimento aceptor 
Las proteínas Rab se localizan (ver Figura 7) en compartimientos intracelulares 
específicos relacionados con sus funciones en distintos procesos de transporte 
vesicular (Zenal & McBnde, 2001) Esta localización depende de la prenilación de la 
proteína y, la especificidad se debe a sus secuencias en el extremo C-terminal Por 
ejemplo, la proteína RabI se localiza en el compartimento intermedio del cts-GoLgi y 
está involucrada en el transporte RE-Golgi En cambio, la proteína Rab5 se localiza en 
endosomas tempranos y regula el transporte de vesículas cubiertas de Clatrina desde la 
Endocytosis Exocytosis 
RabB 
Rabl2 
Rab24 Rab2d 
ftbsk 
	 I 1j ,8  
Rabli 
en - 090 
Rab17 Eady 
Recydflng 
Ondosorno 	 b7 
Rab24 
RaMA, B 
Rab5A, 0 
Rab18 
R020  
Rabfl 
oJ 
RabT GogI 
Endopasmtc 
reticulum 
Fig 7 Localización subcelular de las proteínas Rab (Takau et al , 200 1) 
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membrana plasmática hasta los endosomas tempranos De esta manera, diferentes 
localizaciones intracelulares segun su papel en el transporte vesicular han sido 
desccritas para otros miembros de la familia Rab (Memon, 2004) 
21 
2 3 3 La Familia Ran 
La proteína Ran, de Bslike nuclear proteins, es la GTPasa pequeñas más 
abundante de la célula y es conocida por su función en el transporte 
nucleocitoplasmático, tanto de RNA como de proteínas (Weis, 2003) Un rasgo 
característico de la proteína Ran es su ciclo GTP-GDP la forma GTP y la forma GDP 
se encuentran asimétricamente distribuidas en el nucleo y en el citoplasma 
respectivamente Esta distribución se debe a la asimétrica distribución de sus 
reguladores GEF y GAP Sólo se ha descrito un RanGEF RCC1 y, una RanGAP 
RanGAPI en mamíferos El RCC1 se localiza exclusivamente en el núcleo y el 
RanGAPI en el citoplasma (aunque se ha detectado algo en el núcleo) Esto hace que 
en el núcleo haya una elevada concentración de Ran-GTP, facilitando la dirección de 
la importación y exportación nuclear 
En presencia de Ran-GTP, la proteína a ser exportada y la GTPasa, se unen a la 
exportina-1, para formar un complejo que se exportará al citoplasma. Una vez allí Ran 
pasa a formar GDP, causando la liberación de la carga y la disociación con la 
exportina que volverá vacía al núcleo En el citoplasma, en ausencia de Ran-GTP, la 
importina IE! (beta) se asocia con la importina a (alfa) con función de adaptador para 
las proteínas con señal NLS Este complejo es transportado al núcleo, donde se les 
unirá Ran-GTP causando la disociación del complejo La exportación de la importina 
a necesita de una exporbna especifica llamada CAS Ran-GTP se une a CAS y ésta a 
la importina y, todo el complejo sale al citoplasma donde, una vez Ran-GTP pasa a 
formar GDP, se disociará liberando la importina a Por un mecanismo similar, el ciclo 
Ran-GDP/GTP también regula el ensamblaje del huso mitótico, la replicación del 
ADN y el ensamblaje de la cobertura nuclear (Li el a!, 2003) (Fig 8) 
A 
Fig 8 Modo de acción de Ran en el transporte nucleocitoplasmático A 
Modo de Ran en la exportación desde el nucleo B Modo de acción de 
Ran en la importación al nucleo 
234 La Familia Arf 
Las proteínas Arf (de ADP-ribosylation factor), participan en la regulación del 
transporte vesicular Arfi, es la proteína de la familia mejor caracterizada (Memon 
2004) La forma activa, Arf-GTP, interacciona con efectores, entre ellos, proteínas de 
la cubierta vesicular Los cambios conformacionales entre las formas (3TP y (3DP, 
incluyen, además de las regiones Switch ¡y Switch II, cambios en el extremo amino 
terminal, que permiten que el grupo miristilo interacciones con membranas en el 
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estado GTP (Pasqualato el al 2002) Arf regula la formación de coberturas vesiculares 
en diferentes pasos de la vía endocíticas y exocítica. El Arf-GTP unido a la membrana 
donante se asocia y activa a proteínas de la cobertura vesicular El complejo Arf-
cobertura vesicular facilita la formación y liberación de la vesícula. Cuando Arf pasa a 
forma GDP por acción de las GAPs, se produce la disociación del complejo y la 
consecuente fusión de la vesícula con la membrana aceptora (ver Figura 9) A 
diferencias de las proteínas Rab que actúan en un paso del tráfico, las proteínas Arf 
pueden actuar en múltiples pasos 
Fig 9 Activación/Inactivación cíclica de las proteínas Arf (Talcai el al, 2001) 
2 3 5 La Famila RAS 
Cuatro proteínas RAS son los miembros fundadores de esta familia son H-RAS, N-
RAS, K-RAS A y K-RAS B La familia de genes RAS (H-RAS, N-RASy K-RASA y B) 
es uno de los grupos de oncogenes más frecuentemente alterados en las neoplasias 
humanas (Hruban RH , el al y Aunoble B • el al) Las proteínas codificadas por estos 
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genes se ensamblan entre sí, conformando una estructura proteica con un peso de 
21 Kd que le otorga el nombre (p21) Poseen actividad (3TP-asa, participan en la vía de 
transducción de señales de crecimiento y diferenciación celular (Aunoble B, e, al y 
Ellis CA, a al) 
Las proteínas p21 mutada,; se activan constitutivamente y estimulan el crecimiento 
y la diferenciación de manera autónoma. En alrededor del 80% de las mutaciones 
observadas en el gen K-RAS se localizan en el codón 12 y, en menor frecuencia, en los 
codones 13, 60, 61 La mutación del codón 12 ocurre en el segundo nucleátido y 
corresponden predominantemente a transiciones (guanina-adenina) con sustitución de 
ácido aspártico por glicina (Feng Z , e! al y Kelley Mi , a at) 
Otros miembros de esta familia son Proteínas Rap (RaplA., RapIB, Rap2A, 
Rap2B), Ra] (RaIA y RaIB), R-Ras (R-Ras, R-Ras2TFC21 y R-Ras3/M-Ras) La 
proteína Rheb, Kir/Gem, Rad, kB-Rasl, kB-Ras2 y las proteínas Rin y Rit 
3. Gen RAS 
Los genes RAS fueron los pnmeros oncogenes implicados en cáncer humano Se 
identificaron como elementos genéticos transformantes de dos retrovirus que inducían 
la formación de tumores en los animales infectados las cepas Harvey y Kirsten del 
virus del sarcoma de rata (Harvey, 1964) (Kirsten & Mayer, 1969) En 1981, se 
describe que estos virus en realidad contenían versiones transformadas (oncogenes 
RAS) de unos genes propios de la célula huésped protooncogenes RAS (Ellis el al, 
198 1) Poco después estos oncogenes, HRAS y KRAS, fueron realizados también en 
tumores humanos (Parada el al, 1982) (Santos el al, 1982) El último en descubrirse 
en 1983, fue el gen N-RAS, aislado de una línea celular de neuroblastoma (Shimizu el 
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al,. 1983). Estos tres genes RAS: H-RAS K-RAS y N-RAS. El gen KRAS da lugar a dos 
proteínas: KRAS-A y KRAS-B, mediantes mecanismos de "splicing" alternativo del 
cuarto exón codificante. Al hablar de la proteína KRAS, normalmente se están 
refiriendo a la proteína KRAS-B, puesto que es ésta la que es diferente de las otras 
isoformas y presenta unas propiedades distintivas. KRAS-A presenta características 
similares a las de H-RAS y N-RAS, además de representar tan solo un 10% del 
ARNm total que transcribe el gen KRAS. Por los motivos antes mencionados, 
nosotros nos estaremos refiriendo a la proteína KRAS-B, cuando hablemos de KRAS. 
Varios trabajos han demostrado que estas proteínas (H-RAS, K-RAS A y B y la H-
RAS) presentan secuencias, estructuras y funciones similares pero difieren en algunos 
aspectos. Aunque el patrón de expresión de estas proteínas puede variar según el tipo 
celular, estas diferencias genéticas, estructurales y funcionales, justificarían el porqué 
de tener estas tres isoformas. Entre las diferencias de las isoformas están: no 
comparten la secuencia en el extremo C.-terrninal, diferencias en cuanto a la 
especificidad por algunos efectores: GAPS, GEFs. También difieren en la localización 
subcelular. En la fig. 10, se observa el porcentaje de homología en la secuencias de las 
isoformas de RAS. 
H-Ras 
K-Ras A 	 1000/0 	 85% 	 4% 
K-Ras 13 
N-Ras 	 85 	 165 	 189 
Fig. 10 Isoformas de RAS y el porcentaje (%) de Homología 
en la secuencia. 
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Las diferencias en los ratones "knockouts" de cada isoforma se obtuvieron 
mediante varios ensayos El primer estudio en ratones fue el knockouts de K-RAS, 
demostrando que KRAS era esencial para el desarrollo normal del ratón (Johnson el 
al, 1997) (Kocra el al, 1997) El embrión del ratón deficiente en K-RAS moría al 
doceavo día. Por el contrario, los ratones deficientes en H-RAS, N-RAS y K-RAS A 
respectivamente, eran viables y no mostraban anormalidades obvias (Umanoff el al, 
1995) (Ise el al, 2000) (Plowrnan el a, 2003) Además del ratón deficiente para los 
genes H-RAS y N-RAS, al mismo tiempo era viable, demostrando que el gen K-RAS 
además de ser esencial, es suficiente para el normal desarrollo del ratón (Esteban e: 
al, 2001) Pero este trabajo dejaba la duda, de si esto era debido a las funciones 
especificas de la proteína K-RAS o se debía a la expresión de un patrón genético 
distintivo En 2005, Potenza el al, publicaron sus resultados obteniendo lo siguiente 
Obtuvieron un ratón con el gen de H-RAS en el locus del K-RAS (ratón K-RASKI) 
Este ratón no presenta expresión de la proteína K-RAS, y en el momento que se 
expresa su gen, se expresa la proteína H-RAS, y se obtiene que este ratón es viable 
H-RAS es capaz de sustituir las funciones de K-RAS durante el desarrollo del ratón, 
por lo que K-RAS es esencial por su patrón de expresión específico Este ratón H-
RASKI presentan en la edad adulta hipertensión y una cardiomiopatía por lo que K-
RAS podría tener una función en la homeostasis cardiovascular 
3 1 	 Bioquímica del RAS 
La GTPa.sa RAS (H, N y K-RAS) tienen una actividad bioquímica básica la unión 
de GTP y la hidrólisis de este nucleátido CDP Cuando RAS esta unido a GTP adopta 
una conformación que le permite interaccionar con los efectores, se trata de la 
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conformación activa, pero cuando RAS esta unido a GDP, esta interacción con los 
efectores no es posible y hablamos de una conformación inactiva. (Fig. 1 1). 
GTP Ras 	 GDP 
W5- 
Fig. 11 Ciclo de GTP/GOP de RAS. 
Este ciclo GTP/GDP depende de las propiedades bioquímicas intrínsecas de RAS 
y de la modulación de estas propiedades por unas proteínas reguladoras; las proteínas 
GEFs (favorecen el intercambio de GDP a GTP) y de las proteínas (iAPs (que 
aceleran la capacidad intrínseca de hidrolizar GTP). El intercambio espontáneo de 
GDP por GTP es muy lento (3.4 x lOe 	 para H-RAS) lo que hace que RAS se 
encuentre en la conformación inactiva a pesar de la elevada relación GTP/GDP que 
existe en las células (unas 10 veces más de GTP que de GDP). Es necesaria la 
intervención de las proteínas GEFs para que RAS pase a la conformación activa. Estas 
proteínas promueven la disociación del GDP y la entrada del GTP. Por otro lado, la 
capacidad de la GTPasa intrínseca es muy baja (4.2 x lOe s para FI-RAS). La 
actividad GTPasa de RAS se potencia con la intervención de las GAPs. 
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32 	 Estructura de RAS 
Las proteínas RAS (H, N y K-RAS2A) constan de 189 aminoácidos y  188 en el 
caso del K-RAS2B Los aminoácidos comprendidos entre el aminoácido número 1 y 
numero 165 constituyen el llamado Dominio Catalítico, siendo este muy conservado 
entre las diferentes isoformas, El Dominio Hipervanable se encuentra entre los 
ammoácidos 166y 189, en el cual las isoformas se diferencian considerablemente 
Las proteínas de la superfami ha RAS comparten una serie de secuencias 
conservadas en le Caja G "G Box" El GI participa en la interacción con los fosfatos 
a y J3 del nucleótido, el 02 en la interacción con efectores, el G3 en la interacción con 
el Mg2+ y el fosfato y del nucleótido, el 04 en establecer puentes de hidrógeno con el 
anillo de guanina y en interacciones estabilizadoras con el Gi y el 05 está implicado 
en interacción con el nucleótido 
Existen dos regiones en la estructura de RAS que cambian conformacionalmente 
cuando RAS se encuentra unido a GTP Switch 1 y  Switch II La región Switch 1 
incluye el dominio efector (aminoácido 32-40) esencial para la interacción con los 
efectores La región Switch 11 (aminoácido 60-76) también participa en la interacción 
con algunos efectores y para la unión de las proteínas GAPs 
Las mutaciones en la secuencia de RAS encontradas en tumores humanos, están en 
la glicina 12 y  13, en laTreonina 59, en la glutamina 61 y  en la usina 117 dando lugar 
a una forma hiperactiva de RAS La mutación en la lisina 117 se asocia con un mayor 
intercambio del nucleótido y el resto, con una reducción de la actividad GTPasa 
independiente a la unión a las proteínas GAPs 
Los aminoácidos cisteina 186 en la secuencia de RAS es el primer aminoácido que 
se modifica lipídicamente por adición de un grupo famesil, empezando así el 
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procesamiento posttraduccional de la proteína, proceso esencial para su actividad 
biológica 
La mutación de la sena 17 da como resultado un dominante negativo de la 
proteína. Esta mutación afecta a la liberación del GEF del complejo R4S/GEF, una 
vez ha finalizado el intercambio del nucleótido Esto hace que los GEFs insuficientes 
para activar las proteínas RAS endógenas (Boguski & McCormick, 1993) (Lowry & 
Willunisen, 1993) (Bollag & McCormick, 1991b) 
3 3 	 Modificaciones postraduccionales y localización subcelular 
3 3 1 Modificaciones postraduccionales 
Estas GTPasas se caracterizan por tener una secuencia CAAX en el extremo 
carboxiterminal, la cual permite que se den una sene de modificaciones llevadas a 
cabo por diferentes enzimas con la finalidad de confenr hidrofobicidad a la proteína y 
mediar la asociación con membranas celulares La secuencia CAAX es la 
representación de unas secuencia donde C es una cisteína, A es un aminoácido 
alifático y X puede ser cualquier aminoácido Para las proteínas RAS, 1-1, N y K-RAS 
13, las secuencias CAAX son respectivamente CVLS, CVVM Y CVIM 
La secuencia CAAX, es en primer lugar sustrato de unas preniltransferasas 
citosólicas, que añadirán un grupo polisoprenoide, mediante un enlace tto&er, a la 
cisteína (Basso el al, 2006, Lane & Beese, 2006) Cuando la secuencia CAAX 
termina en un aminoácido distinto a L o F (normalmente una S, M o Q), la cisteína se 
modifica con un farnesil (de 15 carbonos) mediante una enzima farnesiltransferasa 
(FTasa), es el caso de H-RAS N-RAS y K-RAS Si la secuencia CAAX termina en 
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una L o F (es el caso de otras GTPasas), se modifica por una adición de un grupo 
geranilgeranil (de 20 carbonos) y la enzima que lo calaliza es una 
gerani Igerani Itransferasa (GGTasa) (Moores, 1991) 
La secuencia CAAX prenilada es ahora sustrato de la enzima Rcel, una 
endoproteasa que elimina los aminoácidos terminales —AAX (Boyartchuk el al, 
1997) Por ultimo, la cisteína terminal prenilada es sustrato de una 
carboximetiltransferasa, la Icmt (isoprenylcisteme carboxyl methyltransferase), que 
esterificaron un metil el carbonilo a de la prenilcisteína (Clarke el al, 1988) (Hrycyna 
elal, 1991) (Da i el al, 1998) 
En 1990, Hanckock y colaboradores demostraron que el procesamiento de la 
secuencia CAAX no es suficiente para la localización en la membrana plasmática de 
las proteínas RAS Se necesita una segunda señal inmediatamente anterior en la 
secuencia CAAX en el Dominio Hipervanable Para H, N y K-RAS A esta segunda 
señal es la adición de un palmitoil en una cisteina antenor a la secuencia CAAX (en el 
caso del H-RAS son dos los grupos palmitoil que se adicionan) Para K-RAS la 
segunda señal es una secuencia polibásica rica en lusina 
Estas segundas señales son las responsables de que, por un lado H, N y K-RAS A 
y por otro lado K-RAS B viajen de manera diferente hacia la membrana plasmática 
Hasta que son metilados la ruta es la misma. 
Las proteínas son sintetizadas en el citosol en polisomas libres e inmediatamente 
después son farnesiladas La adición de este grupo prenilo hace que las proteínas 
interaccionen con la cara externa de la membrana del retículo endoplasmático (RE) 
donde serán sustrato de la Rcel y de la Icmt Desde este punto, el camino hacia la 
membrana plasmática diverge H, N y K-RAS- A pasan al Golgi donde serán sustrato 
31 
de la palmitoiltransferasa, DHHC9/GCPI6 Del Golgi viajaran a la membrana 
plasmática a través de vesículas K-RAS-B por el contrario, sigue una ruta desde el 
RE a la membrana plasmática aun desconocida. 
Existe el transporte anterógrado, hacia la membrana y retrógrado de las proteínas 
El enlace tioéster del grupo palmitoil con la proteína es lábil y en condiciones 
fisiológicas se produce la hidrólisis de este enlace, aunque no está claro si es o no vía 
enzimática (Smotrys & Linder, 2004) 
Para las proteínas NRAS y HRAS se ha descubierto un ciclo de 
deacilaciónlreacilación del grupo palmitoil que regula la localización y actividad de 
las isoformas de RAS (Rocks el al, 2005) La despalmitoilación produce la libración 
de estas proteínas de la membrana plasmática y la interacción hacia Golgi, donde 
nuevamente será palmitoilado y reconducido a la membrana 
3 3 2 Localización subcelular 
RAS se encuentra en membranas plasmáticas, en endosomas, aparato de Golgi, 
retículo endoplásmico y mitocondrias Dentro del dominio hipervariable de H-RAS, 
se encuentra la región anda "anchor región" que comprende la cisteína fai-nesilada y 
las otras dos cisteínas palmitoiladas Esta región de U-RAS tiene capacidad de 
localizarse en la membrana plasmática y tienen afinidad por microdominios de 
membranas ncos en colesterol La interacción de la región "anda" con la membrana 
se ve modulada por la región adyacentes "linker" del dominio hipervanable (166-180) 
y por el dominio (3 Este dominio G provee una fuerza repulsiva, la cual aumenta 
cuando la proteína se carga de GTP, que se opone a la fuerza atrayente de la región 
"anda" Por el contrario, la región "linker" provee una fuerza atrayente por 
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microdominios independientes de colesterol El resultado neto de esta fuerza es que, 
cuando la proteína se activa cargándose de GTP, se produce un movimiento de los 
microdominios ricos en colesterol hacia los microdominios independientes de 
colesterol Por tanto, H-RAS presenta una segregación lateral en la membrana 
plasmática que responde al ciclo GTP/GDP de la proteína (Rotblat el al, 2004) (Prior 
el al, 2001 y  2003) (Jaumot el al, 2002) Roy y colaboradores (2005) demostraron 
que la estequiometria de la palmitoilación y el espacio entre el grupo farnesil y 
palmitoil influyen en esta segregación lateral La monopalmitoilación en la cisteína 
184 es suficiente para la correcta segregación en el estado GTP desde los 
microdominios ricos en colesterol a los dominios sin colesterol Por el contrario, la 
monopalmitoilación de residuo 181 revierte esta segregación, encontrándose H-Ras-
GTP en dominios ricos en colesterol y H-RAS- GDP en dominios sin colesterol 
Entre otras proteínas que participan en la regulación de la segregación lateral de H-
RAS, galactenia-1 (Paz el al, 2001) esta proteína se une a H-RAS por un mecanismos 
similar mediante el cual las proteínas Rho-GDI se unen a las proteínas Rho 
Galectina 1 acoge en un bolsillo hidrofóbico el grupo farnesilo de H-RAS Cuando H-
RAS pasa a la forma GDP, galectina 1 se le une y le anda en estos microdominios 
independientes de colesterol, permaneciendo en estado activo La expresión de 
Galectina-1 estabiliza el Ras-GTP formado en respuesta a factores de crecimiento y, 
por el contrario, el "knock-down" de galectina-1 inhibe la transformación celular 
inducida por H-RASV 12 (Paz el al, 2001) (Elad-Sfadia el al, 2002) 
N-RAS tiene una segregación lateral cuando está cargado de GTP, pero la 
dirección es contraria a la de H-RAS En este caso N-RAS en forma de GDP reside en 
microdominios independientes del colesterol y cuando es activado se mueve a 
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dominios ncos en colesterol Recordemos que N-RAS esta monopalmitoi lado y que el 
mutante de 1-1-RAS monopalmitoi lado en el residuo 181 se comporta de la misma 
manera que N-RAS, por lo que parece que la posición del grupo acil respecto al grupo 
farnesil juega un papel en la segregación lateral 
K-RAS, tiene un dominio de anclaje a la membrana, y está formado por una 
cisteína farnesilada y una secuencia de seis lisinas, se sitúa en dominios de 
membranas ricos en fosfolipidos aniónicos y libres de colesterol Las cargas negativas 
de estos fosfolipidos (fosfoserina y PIP2) interacciona con la secuencia polibásica de 
las usinas Esta interacción depende de las cargas netas de la secuencia básica el 
cambio de las usinas por argininas (también básicas) no afecta a la interacción con la 
membrana, en cambio la sustitución por glutaminas (aminoácidos neutros) si La 
famesilación de K-RAS también debe jugar un papel importante en la 
microlocalización ya que, cuando K-RAS en vez de farnesilarse se geranilgeraniliza 
se encuentra en unas agrupaciones en la membrana diferentes 
En esta m icro localización de K-RAS, participan proteína que hicieron de 
"scaffold" En este sentido similar al descrito para la galectina-1 y H-RAS, la 
galectina-3 participa. La galectma-3 es reclutada desde el citosol por RAS-GTP y 
parece ser que también alarga la señalización de éste, quizás reduciendo la eficiencia 
de p120 GAP en hidrolizar el (]TP de RAS (Elad-Sfadia etal., 2004) 
Cambios en el citoesqueleto de actina también podrían afectar a los microdominios 
de membrana de K-RAS Los fosfolípidos aniónicos que componen estos 
microdominios son sensibles a estos cambios y como K RAS se encuentra 
interaccionando con ellos podría ver afectada su difusión (Murase el al, 2004) 
(Fujiwara el al, 2002) Una porción de RAS también reside en otros compartimiento 
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Retículo Endoplasmático y rnitocondrua, endosomas, Golgi, desde donde son capaces 
de señalizar 
3 4 Regulación de la activación/desactivación de RAS GEFs y GAPs 
3 4 1 GEFs 
El cambio de GDP a GTP y la consiguiente activación de las proteínas RAS esta 
mediado por los factores de intercambio de nucleótidos de guanina (GEFs) Estas 
proteínas comparten un mecanismo general de acción El primer paso consiste en 
formar un complejo muy estable con la (iTPasas unida a GDP Tras la unión del 
GEFs a la GTPasa, el nucleótido Difosfato se disocia del complejo y el complejo 
restante, GEF y GTPasa libre de nucleótido es muy inestable La elevada proporción 
GTP GDP (lO 1) que existe en la célula, hace que la ()TPasa una rápidamente el 
nucleátido trifosfato Al formarse Ras-GTP, el GEFs se disocia del complejo 
Observado en el esquema de la tig 12 
activo 
GEFs 
SOSI SOS2 GRF 
GTP 	 GDP 
Ras-GDP 
inactivo • ..... 
pi 	 GAPs 
Fig. 12 Activación e inactivación de RAS catalizado por GEFs 
Los GEFs tienen una doble función: 
1, desestabilizan la fuerte unión entre la GTPasa y el GDP, 
2. estabilizan la GTPasa cuando está libre de nucleótido. 
El primer GEFs identificado, Cdc25, fue descubierto en S. cerevisiae y después de 
él fueron descubiertas las proteínas homologas, Steó en S.pombe y sos (son of 
sevenless) en Drosophila, y después fueron descubiertas las murinas y las humanas. 
3. 4.2 GAPs 
Las GAPs (CiTPase activating proteins) son las proteínas encargadas de potenciar 
la actividad GTPasa intrínseca de Ras, y por tanto de desactivarlo. El genoma humano 
predice alrededor de 170 proteínas relacionadas estructuralmente con GAPs de la 
superfamilia Ras (Bemards & Settleman, 2004). Jo cual implica que un 0.5% de los 
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genes humanos codifican para estas proteínas, lo que indica la Importancia de estos 
reguladores Diversos factores explican porque existen tantas GAPs para Ras y Rho 
algunas se restringen a un tipo celular (hay GAPs que sólo se expresan en neuronas), 
otras que son específicas de GTPasa (hay GTPs específicas para cada miembro de las 
Rho) Entre las GAPs tenemos pI20GAP, NF!, CAPRI y P135SynGAP 
35 Mecanismo de Activación de RAS 
3 5 1 Activación de RAS por receptores tirosina-quinasa 
La familia de receptores tirosina-quinasas es amplia e incluye receptores para 
factores de crecimiento, citoquinas y hormonas Cuando el ligando se une al dominio 
extracelular del receptor, se produce la dimerización de éste, y se produce un cambio 
conformacional del dominio intracelular, activándose la tirosina quinasa del dominio 
quinasa que se encuentra en esta región Esta actividad quinasa resulta en la 
fosfonlación de muchos residuos tirosina del fragmento citoplasmático del receptor 
Los receptores de citoquinas presentan una variación de este fenómeno ya que el 
receptor no es una tirosina quinasa en si mismo, pero su activación conduce a la 
asociación y activación de JAK., una quinasa que fosfonlará residuos tirosina tanto de 
ella misma como del receptor, produciéndose así lugares de interacción con proteínas 
adaptadoras 	 Las tirosinas fosforiladas del receptor, sirven como lugares de unión 
para proteínas con dominios SH2 o dominios PTB (PhosphoTyrosine-binding) Los 
aminoácidos más cercanos a cada fosfotirosina confieren el microambiente que 
permite la especificidad de unión a diferentes proteínas 
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Entre las proteínas que se unen a las fosfotirosina se encuentra Grb2, normalmente 
ubicada en el citosol unida por su dominio SH3 a la región nca en prolinas Sos La 
fosforilación de los receptores es la señal que induce la Traslocación del complejo 
Grb2JSos a la membrana plasmática, donde Sos cataliza el intercambio de nucleótidos 
de Ras induciendo su activación 
La unión del complejo GRB2ISos al receptor, en muchos casos, no se produce 
directamente, sino que lo hace a través de la proteína adaptadora Shc, es decir, el 
dominio SH2 de GRB2 se une a la fosfotirosina de Shc, que a su vez se une a las 
fosfotirosinas del receptor por su dominio PTB Esta proteína adaptadora Shc puede 
ser fosfon lada por los receptores y por tirosinas quinasas citoplasmáticas de la familia 
Src En el caso del receptor de la insulina, la fosfonlación de la proteína IRS-1 (Por 
sus siglas en ingles Insulin Receptor substrate) por el receptor, genera las 
fosfotirosmas que serán reconocidas por el complejo Grb2JSos En la figura 13 se 
muestra el esquema de activación de RAS por el receptor de Tirosin Quinasa 
plasmo membrane 
nuclear membrarte 
Fig. 13 Activación de RAS por el receptor de tirosin quinasa. 
3.5,2. Activación de RAS por el receptor de células T (TCR) 
Un 40-50 % del total de Ras son activadas por el receptor de las células T. 
Los dos GEFs que pueden activar a Ras en los linfocitos T: Sos y RasGRPI. La 
Fosforilación de la proteína adaptadora LAT (Linked for activation in T celis) tras la 
estimulación del TCR permite que se de la traslocación de Sos a la membrana y la 
posterior activación de Ras. LAT fosfori lada en tirosi nas por las quinasas acopladas al 
receptor, ZAP70 y Syk, sirve para captar y unir diferentes proteínas con dominios 
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SH2 como Grb2, PLCy 1 y  Gads-SLP-76. La unión y activación de la PLCy 1 provoca 
la formación de los segundos mensajeros diacilglicerol (DAG) e Inositol 1,4,5-
trifosfato (1P3). La Traslocación del complejo Grb2/Sos a la membrana plasmática, 
así como la expresión del dominio catalítico de Sos en la membrana, son suficientes 
para activar Ras. 
La activación del TCR activa a la PLCyI que genera 1P3 y DAG, éste DAG activa 
a RasGRP1 que estimulará la formación de Ras-GTP (Genot & Cantrell, 2000), como 
se puede observar en la Fig. 14. 
Activation 
AJ 
- ¡LI: 
111,11111 II 1 $11 IITIIIsII 
Fig. 14 Activación de RAS por el receptor de células T (TCR). 
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3 5 3 Activación de RAS por receptores acoplados a proteínas G 
heterotrímericas (GPCRs) 
(3PCRs (G-protein coupled receptors) poseen siete dominios a-hélice 
transmembrana y también son conocidos como "receptores heptahehcales o serpentine 
receptor? Estos receptores participan en la transmisión de señales biológicamente en 
respuesta a agonistas que incluyen factores de crecimiento, hormonas, 
neurotransmisores, entre otros La unión del ligando provoca un cambio 
confomiacional en los dominios intracelulares del receptor que resulta en la 
asociación a proteína (3 heterotrunénca. Estas proteínas (3 están constituidas por la 
subunidad G. y la subunidad Py (dímero) Se conoce unas 20 subunidades a 
diferentes agrupadas en cuatro familias (G5, G, Gq y (312), mientras que se han 
descrito 12 subunidades y y 6 subunidades P La unión del agonista al receptor 
provoca el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Chi resultando en su 
activación y disociación de la subunidad fry Tanto la subunidad Gcz como la 
subunidad ft participan en la señalización mediante la activación de múltiples 
proteínas efectoras (Gutkind, 1998), por los cuates los receptores acoplados a 
proteínas (3 activan a Ras, pero detallaremos uno generalizado la subunidad fry 
activan a las tirosinas quinasas citoplasmáticas de la familia Src La activación de la 
quinasa Src conduce a la fosfonlación de la proteínas adaptadora Shc y a la 
consiguiente unión y activación del complejo Grb2/Sos Src también podría intervenir 
a la asociación del complejo a la membrana plasmática fosfonlando directamente 
residuos tirosina de los receptores tirosina quinasa. Por otro lado las subunidades fry y 
(Ja activan a la PLC que provoca una aumento del Ca2 intracelular Este Ca 2"" activa 
a una quinasa citosólica, Pyk2, que depende de Ca2 y la PKC, que se asocia con 
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Grb2/Sos y que también puede activar a la quinasa Src. Este aumento de Ca  2+ 
 
provocado por la PLC, proporciona otro mecanismo de activación de Ras, activando 
los GEFs Ras GRF. Ver fig. 15. 
Fig. 15 Activación de RAS por receptores acoplados a Proteínas G. 
3.6. Efectores de RAS 
Un efector de RAS se define como una proteína con una fuerte unión, y 
preferentemente, a la forma de GTP de Ras y cuya interacción es alterada por 
mutaciones en el dominio efector. La función de la proteína efectora se debe ver 
modulada por la interacción con RAS, ya sea por cambios en la localización 
subeelular (reclutamiento a la membrana plasmática), en la actividad catalítica 
intrínseca o por interacción con otros componentes de señalización. Por otro lado, las 
actividades biológicas de Ras dependen y son mediadas por este efector. 
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La primera proteína de unión a RAS-GTP en descubrirse fue la pI2OGAP Como 
ya hemos mencionado antenormente, esta proteína es un regulador negativo de la 
actividad Ras pero, por su asociación a otras proteínas implicadas en la señalización, 
se considera como un posible elector de Ras La adenilato ciclasa en S cerevisiase 
fue la primera proteína en la que la interacción con Ras se asoció con una regulación 
"in vivo" Esta proteína no se regula por Ras en mamiferos Los tres electores 
clásicos de Ras son las quinasa 
1 Raf 
2 P13K 
3 GEF RaIGDS 
Otros efectores descritos menos conocidos y estudiados son Tiaml, PLCE, Rin, 
NORE-1 y AF6 Los electores presentan una RAS binding domain (RBD), que no es 
igual en todos ellos, pero en base a unas similitudes se podría agrupar en tres grandes 
tipos el RBD de Raf (también en Tiami), el RBD encontrado en la PI3K y el 
dominio RA (Rasassociation) primero definido en RalCiDS y AF6 y luego en otros 
electores, Rin, PLCc, Nore (Wohlgemuth el al 2005) (Fig 16) 
* 
• 
Ras 
GTPØ 
Fig. 16 Efectoresde RAS. 
3.6.1. Raf 
Existen tres isoformas de esta seria treonina quinasa: Raf-1, A-Raf, B-Raf. Los 
primeros estudios establecieron que c-Raf (72-74 kDa) tenía una expresión ubicua y 
que A-Raf (68kDa) y B-Raf (75-100 kDa) tenían una expresión mucho más 
restrictiva, expresándose preferentemente A-Raf en órganos urogenitales y B-Raf en 
tejidos neuronales. Estudios posteriores han demostrado que A-Raf es bastante ubicua 
y que B-Raf también se expresa en un amplio rango de tejido, aunque en mucho de 
ellos a unos niveles muy bajos. 
Las tres isoformas presentan tres regiones muy conservadas llamadas: CRI, CR2 y 
CR3 (Conserved Region 1, 2 y  3). La mitad N-terminal, que incluye los dominios 
CRI y CR2 tiene función reguladora. La mitad C-terminal es casi en su totalidad el 
dominio catalítico quinasa y se solapa con la región CR3. La delección de la parte 
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reguladora N-terminal resulta en la activación constitutiva de Raf, mostrando así la 
función autoinhibidora de esta región La unión de Ras-(ITP se produce por esta parte 
N-terminal por Ras Binding domain (RBD, residuos 51-131) y es esencial para la 
Traslocación de Raf a la membrana plasmática Esta Traslocación es el papel que 
juega Ras en la activación de Raf Ras también puede unirse a otra región N-terminal 
llamada CRD (Cysteine nch Domain., residuos 139-184) La interacción con este 
dominio no es indispensable para la Traslocación de Raf a la membrana pero si para 
su completa activación La activación de Raf es un fenómeno muy complejo en el que 
la Traslocación por unión a Raf es el pnmer paso de una secuencia en la que 
intervienen diferentes proteínas La capacidad de Raf para unir Ras está regulada por 
proteinas 14-3-3 Estas proteínas se unen al dominio CR2 de Raf cuando la senna 259 
esta fosfonlada, y esta interacción interfiere con la unión de Ras El desplazamiento 
de la 14-3-3 tiene lugar cuando la sena 259 es desfosforilada por la fosflitasa PP2A 
La regulación de Ras puede ser por fosfonlaciones activadoras como las de S621, 
S338, Y341, T491 y S494 La fosfonlación de la S621 provoca la unión de la 
proteína 14-3-3 al extremo C-terminal y esta unión ayuda a estabilizar la unión Ras-
Raf (Jaumot & Hancock, 2001) (Yip-.Schneider el al, 2000) Las fosforilaciones en 
los residuos S338 y Y341, en el extremo N-terminal de la región CR3, también son 
claves para la actividad de Raf Las quinasas de la familia Src parecen ser las 
responsables tanto "in vitro" como "in vivo" de la fosfonlación de Y341 Se ha 
propuesto que la fosfonlación en esta región, revierte la acción inhibitoria del extremo 
N-terminal sobre el dominio catalítico de Raf (Tran & Frost, 2003) La fosforilación 
en el residuo S338 no es requenda para la activación de Raf por proteínas G 
heterotrímencas (Oehrl el al, 2003) La fosfonlación de los residuos T491 y S494 en 
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el dominio quinasa son imprescindibles para la activación de Raf Las fosforilaciones 
inhibidoras de Raf fosfonlaciones en los residuos 259, S43 y S233, y se ha propuesto 
que podrían ser las responsables de la quinasa dependiente de AMPc o PKA (Dumaz 
eta!, 2002) 
En la regulación de C-Raf participan también las proteínas "scaffold", las cuales 
estabilizan y coordinan las interacciones entre componentes de una vía de 
señalización, haciendo que aumente la eficiencia de la señal 
La isofornia implicada en cáncer es B-Raf Las proteínas Raf se consideran 
importantes en cáncer por su papel como efectores de Ras La sorpresa vino cuando 
se descubrió la presencia de mutaciones de B-Raf en tumores humanos, con una 
frecuencia bastante elevada en algunos de ellos Por ejemplo, en melanomas existe un 
30-600/5 de mutaciones en el B-Raf, 30-50% en tumores de tiroides, entre un 5-20 en 
Cáncer colon-rectal y un 30% en cánceres de ovario Se han descrito unas 45 
mutaciones en B-PAF, pero la mutación de la valina 599 por glutámico, aparece en un 
90% de los tumores humanos en los que se ha encontrado B-Raf mutado (Wellbrock 
el a!,. 2004) 
La cascada de quinasas MEK-ERK es la vía mejor caracterizada por debajo de Raf 
Aunque otras proteínas se han ido desinhibiendo como posibles sustratos de c-Raf 
(inhibidor de NF-KB, la proteína antiapoptótica BAGI) MEK sigue siendo el Único 
sustrato de Raf reconocido y aceptado, B-Raf es la isoforma que mejor y más 
eficientemente activa a MEK en las células (Catling el al, 1994) (Jaiswal el al, 
1994) 
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362 PI3K 
La fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) es el segundo efector de Ras y participa 
mediando la supervivencia y proliferación celular Esta enzima cataliza la formación 
del hidroxilo 3' de los fosfatidilinositoles (4,5)-bifosfato, convirtiéndolos en 
fosfatidilinositoles (3,4-5)-tnfosfato (PIP3) Estos productos actuan como mensajeros 
secundarios, favoreciendo la activación de muchas proteínas ya sea participando en su 
Traslocación a la membrana plasmática, induciendo cambios conformacuonales o 
bien, regulando su interacción con otras proteínas De las tres clases de PI3Ks (1, II y 
III), la clase 1 es la que está más implicada en proliferación y está sujeta a la 
regulación por receptores tirosina quinasa (Clase ¡A) y por GCPPs (Clase la)  Los 
miembros de la clase 'A  de PI3K están constituidos por dos subunidades la subunidad 
catalítica pilo (de 110 kDa) y una subunidad reguladora p85 (de 85 kfla) Esta última 
subunidad presenta dos dominios SH2 de interacción con fosfotirosinas de diferentes 
receptores tirosina quinasa, así como de quinasas citosólicas o proteínas adaptadoras 
La activación de los receptores provoca la traslocación de la PI3K a la membrana 
plasmática, su activación y el incremento de fosfatidilinositoles fosfonlados en 
posición 3' La PI3K se une a Ras-GTP mediante la subunidad catalítica, pilO, 
provocándole un cambio conformacional que resulta en el incremento de la actividad 
quinasa de la enzima. La unión se produce directamente "in vitro" entre pi lO y Ras- 
GTP 	 La expresión del dominante negativo de Ras, RasN 17, bloquea en gran parte 
la acumulación de PIP3 en respuesta a NGF en células PC 12, mientras que la 
coexpresión de RasVI2 y PI3K incrementa mucho la presencia de estos productos 
Después de la activación de PI3K y de la acumulación de sus productos en la 
membrana, se produce la traslocación a la membrana plasmática de proteínas que 
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presentan dominios de homología a pleckstrina, PH Entre las proteínas que presentan 
estos dominios, hay dos de gran importancia para la transmisión de la señal generada 
por PI3K PDKI ("3-Phosphoinositide dependent kinase- 1) y la PKBIAkt 
PDKI es una serina/treonina quinasa que se une con mucha afinidad por su dominio 
PH, a los productos de la PI3K La unión a los ftP3 aumenta su presencia en la 
membrana plasmática y permite su interacción con las proteínas diana. Esta 
interacción con sus sustratos es necesaria para la activación máxima de PDKI Esta 
PDKI cataliza la fosfonlación en el "loop" de activación de una extensa familia de 
quinasas, llamada genéncamente familia de las "AGC quinasa? Esta familia incluye 
a PKA, PKG, PKC y a PKB/Akt 
PDKI es el activador de la PKB, el efector estrella de la PI3K Esta senna-
treonina- quinasa se activa en respuesta a factores mitogénicos de forma dependiente 
a P13K presenta un dominio PH en su parte N-terminal, pero de menor afinidad que el 
de la PDKI Su activación comporta la fosforilación en su "loop" de activación de la 
treonina 308, catalizada por PDKI y en la senna 473 del motivo hidrofóbico en la 
parte C-terminal Una vez PKB esta fosforilada en estos dos residuos es activa y 
trasloca a la membrana donde fosfonla a sus sustratos Entre la lista de sustratos de 
PKB, hay dos proteínas implicadas en el metabolismos de la glucosa (GSK-3 Y 
GLUT4), en la traducción de proteínas (elF2, 4EBP-1 y mTOR), en transcripción 
(proteínas "forkhead", FH), la proliferación celular (p21) y en supervivencia celular 
(BAD, caspasa 9, lB) entre otras (Vanhaesebroeck & Alessi, 2000) 
PTEN es la fosfatasa que cataliza la reacción opuesta a la de PI3K hidroliza el 
fosfato en posición3' de los fosfatidilinositoles Esta fosfatasa es el desregulador 
pnncipal de la vía de señalización iniciada por la P13K PTEN es un supresor de 
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48 
tumores, cuya delección o mutación han sido descritas en diversos tumores humanos. 
(Cully etal., 2006), en la figura 17 se esquematiza la vía de la PI3K. 
Gvowth____ 
Factor 
3.6.3. RaIGEFs 
Los estudios de transformación de células humanas se realizaron en base a las 
investigaciones realizadas por Weinberg y colaboradores, los cuales consiguieron 
transformar células primarias humanas con Ras, haciendo que éstas expresaran de 
forma ectópica la subunidad catalítica de la telomerasa hTERT y el antígeno T del 
virus SV40 (E-Iahn et al. 1999). Usando esta células, llamad y 
 colaboradores 
implicaron a RAIGEF en la transformación de células humanas (Hamad el al.. 2002). 
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Para ello utilizaron el mutante del domino efector H-RasV12/G37, que tiene la 
capacidad de unirse y activar a RaIGDS, pero no puede activar a P13  ni a RafI Este 
mutante transfectado en las células humanas era capaz de causar crecimiento en 
suspensión de fibroblastos primario, de células embrionarias epiteliales de riñón y en 
astrocitos. En cambio, los mutantes l-1-RasV12/S35 (sólo activa Ral) y H-
RasV 12/C40 (sólo activa P13 K), eran ineficaces. 
Los mecanismos por los que RaIGEF/Ral promueven oncogénesis no están bien 
definidos, aunque se implica a las proteínas PLD, Src, JNK, NF-KB y la expresión de 
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364 Otros efectores de RAS 
PLCE, pertenece a la familia de enzimas PLCs que catalizan la hidrólisis del 
fosfatidilinositoles 4,5-bifosfatos (PIP2) de la membrana plasmática. La reacción 
libera dos segundos mensajeros, DAG e Inositol 1,4,5-irifosfato (1P3), que activa la 
PKC y produce un aumento de Ca 24 
 mtracelular, respectivamente La PLCc se 
diferencia de los otros miembros de la familia por falta de dominios PU y EF-hand, y 
por tener dos dominios RA de unión a Ras y un dominio Cdc25 de intercambrador de 
nucleótidos El hecho de tener estos dominios de unión a Ras, mas el dominio R.A2 
que se une a Ras en estado GTP con una elevada afinidad, más el hecho de que 
mutaciones en el dominio efector de Ras (como T355 y Y40C) desbaraten la unión a 
PI-Ca, han hecho de esta enzima un candidato a efector de Ras (Kefley el al, 2001) 
Otra característica que presenta PLCc para cumplir la definición de efector de Ras, es 
que su actividad fosfolipasa se ve regulada (de forma positiva) por la actividad de 
Ras 
La proteína Rin posee un dominio RA en el extremo C-terminal y ha demostrado 
unirse a Ras tanto "in vitro" como "in vivo" Esta proteína presenta una dependencia 
de unión a Ras en estado GTP y también a su dominio efector Los estudios para 
elucidar las funciones biológicas de Rin han demostrado que Rin compite por la unión 
de Ras con Raf y este proceso está regulado por la unión de proteínas 14-3-3 a Rin 
(Wang el al, 2002) El patrón de expresión de la proteína Rin se limita al cerebro y 
también al "neunte outgrowth" en células PC 12, a través de su unión a CaM y de la 
activación de Rac/Cdc42 Estudios recientes han demostrado que los efectores de Ras 
incluyen algunos supresores de tumores, además de los oncogenes. Estos efectores 
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participan con la inhibición del crecimiento celular e inducción de apoptosis mediada 
por Ras en algunas situaciones (Feig & Buchsbaum, 2002) 
Las proteínas RASSF tienen actividades antiproliferativas cuando son expresadas 
en una variedad de tipos celulares Las proteínas de esta familia contienen un dominio 
RA, y se ha propuesto como efector de Ras a NOREI o RASSF5, RASSFI, RASSF2 
Y RASSF4 En algunos tumores humanos se ha encontrado una pérdida de expresión 
de NOREIA y RASSFIA La expresión ectópica de NOREI causa inhibición de la 
proliferación y apoptosis, efecto que es potenciado por la expresión de H-Ras activo e 
inhibido por la expresión de un dominante negativo de 1-1-Ras (Vos et al 2003), por 
otro lado, la inhibición del crecimiento de células tumorales humanas inducidas por 
NORE1 no requiere la interacción con Ras (Aoyama el al, 2004) 
La proteína Tiam 1 es una proteína con "Ras binding domain" y que conecta la via 
Ras con la vía Rho, esta proteína es una GEF de la (iTPasa Rac (Lambert e! al, 
2002) La importancia de la mteracción Tiami con Ras en transformación fue 
demostrada por Col lard y colaboradores, quienes encontraron que el ratón Tiam-/- era 
viable pero resistente a la formación de tumores inducida por la activación de ras por 
carcinógenos Aunque este ratón formaba mucho menos tumores que los ratones 
"wild type/ tipo silvestre o salvaje", los que se formaban presentaban una mayor 
malignidad Tiam sirve como una antagonista en la progresión del tumor (Malliri el 
a1, 2002) 
AF6 es un efector de Ras, es identificada como proteína de unión a Ras, es una 
proteína similar a la proteína de Drosoph:la canaoe. implicada en la vía de 
señalización de Notch 
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4 RAS yCáncer 
RAS participa en el control de la proliferación y supervivencia celular, por lo que 
podemos encontrar aproximadamente en un 30% de los tumores humanos mutaciones 
activadoras de los genes RAS Estas mutaciones tiene lugar en sitios críticos en la 
regulación de RAS en el codón 12 y  13 del exón 2 y  con menos frecuencia en el 
codón 61 del exón 3 Estas mutaciones impiden la hidrólisis del (3TP, quedando así 
RAS en un estado activo permanente 
En humanos, las mutaciones en RAS ocurren en una elevada frecuencia. En 
tumores de páncreas (- 80), colon (- 35), pulmón (- 20), tiroides (- 50) y en vanos 
tumores de ongen hematológicos Ver Cuadro 1 
En humanos la isoforma mutada es K-RAS, en un 85% del total de tumores que 
presentan mutaciones en Ras, seguido en frecuencia por N-Ras con 1% 
Como se observa en el cuadro 1, cada tipo de tumor donde predomina una isoforma 
mutada de kras 
La proteína RAS se ha convertido en una diana terapéutica clave en la lucha contra 
el cáncer, debido a la importante contribución de la vía RAS al crecimiento y 
progresión de tumores y a la elevada prevalencia de mutaciones en RAS encontrada en 
tumores de humanos Existen diversas estrategias para diseñar inhibidores de RAS 
inhibir la expresión de RAS, inhibir el procesamiento de la proteína, inhibir la proteína 
mutada e inhibir los principales efectores de RAS (Fnday & Adjei, 2005) 
Mutaciones en el gen KRAS 
Las mutaciones somáticas del gen KRAS dan origen a una proteína que afecta 
directamente el crecimiento de las células Las mutaciones del gen KRAS son 
comunes en los canceres de páncreas, pulmón, colorrectal y otros tipos de cánceres 
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Las mutaciones del KRAS ocurren comúnmente en los codones 120 13 (exón 2) y 
en casos raros en el codón 61 (exon3) 
Las mutaciones del gen KRAS son 
1 Glyl2Asp (GGT'QAT) 
2 Glyl2Val(GGT>GTT) 
3 Glyl2Cys (6QT>TGT) 
4 Glyl2Ser (OGT>AGT) 
5 Gly12AIa(GGT>GCT) 
6 GIyl2Arg (GGT5CGT) 
7 OlyI3Arg (GGcGAC) 
8 Gln6lLeu(CAA>CTA) 
• 
ripo de Tumor Mutación RAS 
predominante 
Frecuencia 
 de Mutacion
Ras (%) 
Adenocarcinoma 
Pancreático 
K 78 
Carcinoma 	 de 
Tiroides 
Folicular H,K,N 53 
Papilar 25 
Indiferenciado H,K,N 58 
Adenocarcinoma 	 de 
Colon 
K 
Colangiocarcinoma N 56 
Pulmón 
Carcinoma de 
Células Largas 
K - 
Adenocarcinoma K 
Carcinoma 
Endomelrial 
K 21 
Carcinoma de Ovario K 23 
Serninoma K,N 43 
Dermatológico 
Queratoacantorna FI 26 
Carcinoma Oral 
escamoso 
23 
Hematológicos 
Mieloma Múltiple N.K 30-40 
Leucemia Mieloide 
Aguda 
NK 20-30 
Leucemia 
Mielomonicitica 
Crónica 
N,K 50-7() 
Leucemia de 
Células Plasmática 
N,K 60-70 
Cuadro 1: Tabla de los Principales tumores en donde se ha encontrado 
mutaciones en RAS, la isoforma mutada y la frecuencia de la 
mutación. Información extraída de "Ras as target in caiicer 
theraphy, Midgley, R.S. and Kerr, Di. 2002. 
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OBJETIVOS 
El objetivo global de este trabajo es caracterizar el espectro de mutaciones 
puntuales en el exón 2 del gen KRAS en pacientes con diagnóstico de cáncer 
colorrectal, permitiendo el diagnóstico precoz individualizado que facilite la 
identificación de la enfermedad en un estadío potencialmente curable 
Este objetivo se puede alcanzar mediante los siguientes objetivos 
1 Determinar la prevalencia de las mutaciones del gen KRAS en la población 
panameña y compararlas con las reportadas en otras poblaciones 
2 Establecer la prevalencia de los factores de riesgo edad y sexo en la población 
panameña con diagnóstico de cáncer colorrectal y la presencia de mutaciones en el 
gen KRAS 
3 Implementar la técnica de secuencración para el diagnóstico de esta patología en 
nuestro país, con el propósito de detectar las mutaciones presentes en el exón 2 
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METODOLOGÍA 
1. Tipo de estudio descriptivo, retrospectivo 
2. Universo Estuvo constituido por muestras de tejido fresco embebido en parafina 
Archivadas en la biblioteca de bloques de parafina del Departamento de Patologia 
M Instituto Oncológico Nacional, con diagnóstico patológico de cáncer 
colorectal Los bloques de parafina utilizados fueron los comprendidos entre el 
2010 y  el 2013 
3. Muestras: Se seleccionaron un total de 60 muestras de tejido fresco embebido en 
parafina, de las cuales 28 eran del sexo femenino y  32, masculino, todos mayores 
de 35 años Todas las muestras cumplían con los criterios de mclusión 
establecidos en este estudio 
4. Criterio de Inclusión: Se incluyeron las muestras de tejido embebido en parafina 
de pacientes diagnosticados con cáncer Colorrectal, muestras embebidas en parafina 
cuyo porcentaje de tumor fuera mayor del 30% 
S. Criterio de Exclusión: Muestras embebidas en parafina cuyo porcentaje de tumor 
fiera menor del 30% 
6. Método 
6.1. Extracción de Ácidos Nucleicos (ADN) 
En este protocolo se detallan los procedimientos para extraer el ADN de las 
muestras de tejido embebido en parafina en dos fases El primer día se realizó el corte 
minucioso del bloque de parafina a trabajar, seleccionando el tejido tumoral no 
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necrótico y realizando la lisis correspondiente El segundo día procedimos a realizar la 
extracción del ADN del tejido usado 
Para la extracción del ADN se utilizó muestras de tejido tumoral no necrótico 
embebido en parafina y el protocolo QlAamp DNA FFPE tissue de la marca Qiagen 
En el protocolo se siguieron los siguientes pasos 
Día 1: 
Se limpiaron los bloques de parafina con alcohol al 70 % y se dejaron secar Con 
ayuda de un bisturí, se removió el exceso de parafina del bloque 
Se realizaron cortes finos a una pequeña porción de tejido necrótico (5-l0jim de 
espesor) de los bloques de parafina y se colocaron en microtubos de 1 5ml libre de 
DNAsa y RNasa. La cantidad de tejido desparafinado utilizado ocupó un volumen de 
30 a 50 ul del microtubo 
Postenormente, al terminar de añadir los cortes al microtubo, se realizaron una 
limpieza en la parte externa del microtubo con clorox lO % 
Se agregó huil (1000 uI) de xileno a los microtubos 
Se mezclaron vigorosamente por vortex durante 10 segundos, incubándose a 
temperatura ambiente y cada 5 minutos se agitaron por vortex 
Se centrifugó a máxima velocidad por 2 minutos a temperatura ambiente 
El sobrenadante se removió y descartó con una pipeta, sin remover el botón 
Se agregó 1 ml de etanol absoluto (96-100 %) al botón para remover residuos de 
xileno Se mezcló por vortex 
Se realizó una centrifugación a máxima velocidad durante 2 minutos a temperatura 
ambiente 
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Cuidadosamente, se removió el etanol con una pipeta, sin remover el botón Se 
repitió los pasos de lavado (desde que se le añade el etanol absoluto) 
El microtubo, con la tapa abierta, se incubo a temperatura ambiente o a 45°C por 
10 minutos o hasta que el etanol se hubiese evaporado 
Se resuspendió el botón en 180 uI de buffer ATL y se le añadió 20 uil de 
proteinasa K Seguido, maceramos con un peste¡ 
Se descarté el peste] en un tubo cónico de 50m1 que conteniá cloro concentrado 
para realizar su limpieza adecuada Mediante vortex, se mezcló 
Se incubo a una temperatura de 56°C con agitación de 750 rpm hasta que el tejido 
hubiese estado completamente lisado Posteriormente, se dejó incubando toda la 
noche 
Día 2 
Se incubo a 90°C por 1 hora. 
Se realizó una centrifugación rápida (spin) al microtubo para remover gotas que 
puedan estar presentes en la tapa, y para dejar en el fondo el pellet que no se usó 
adecuadamente 
Se pasó el sobrenadante usado a otro microtubo con el rótulo respectivo, cuidando 
de no tomar el peliet 
Se agregaron 200 .il de Buffer AL a la muestra y se mezclé por vortex, seguido de 
una centrifi.igación rápida (un spin) Luego, añadimos 200 uI  de etanol (96-100%) y 
se mezcló de nuevo por vortex, formándose un precipitado blanco 
Se realizó una centrifugación rápida (un spin) al microtubo para remover gotas que 
pudieran estar presentes en la tapa 
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Con una pipeta, se transfirió toda la muestra del microtubo a una columna 
QlAamp/Min/Elute/tubo colector (incluyendo el precipitado blanco) 
Se centrifugó a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto 
Se descartó el tubo colector que contiene el filtrado, colocando la columna 
QlAamp en un tubo colector nuevo 
Se agregarán 500 pl de Buffer AWI a la columna QlAamp 
Posteriormente, se centrifugó a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto 
Se descartó el tubo colector que contiene el filtrado, colocando la columna 
QlAamp en un tubo colector nuevo 
Se agregaron 500 pl de Buffer AW2 a la columna QlAamp 
Seguido de una centrifugación a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto 
Se descartó el tubo colector que contiene el filtrado y se colocó la columna 
QlAamp en un tubo colector nuevo 
Se realizó una última centrifugación a 14,000 rpm por 3 minutos para eliminar 
posibles residuos de AW2 
A continuación, se descartó el tubo colector que contiene el filtrado y se colocó la 
columna QlAamp en un microtubo de 1 5 mi, libre de RNAsa y DNAasa, 
debidamente rotulado 
Cuidadosamente, se abrió la columna QlAamp y se agregarán lOO 111 de buffer 
ATE Se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos 
Luego, se centrifugó la Minicolumnaltubo de elución a máxima velocidad 	 (14 
000 rpm) por 1 minuto Se descartó la columna QlAamp 
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Se realizó una dilución del DNA extraído de 110 para medir la concentración de 
DNA en el Fluorómetro (volumen final de 50 ii) La concentración de DNA ideal es 
de 200-500 pg/ml 
Por último, se guardó el microtubo con el eluído a -20°C 
Finalmente, se limpió minuciosamente la cámara de extracción que utilizamos, sus 
utensilios con cloro al 101/11 y alcohol al 70% Dejamos actuar la UV por 15 minutos 
Los pesteis se limpiaron con cloro al lO%, seguidos de un enjuague con agua., 
RNAsaZAP y finalmente con agua nanopur& Se llevaron a esterilizar en Cristalería 
y después a radiación con UV 
Después de la extracción del ADN, se realizó la cuantificación del material 
extraído para conocer cuáles debían ser las diluciones adecirndis, con el fin de 
disminuir la concentración del ADN y de esta manera mantener el equilibrio de la 
reacción de amplificación y minimizar la presencia de los inhibidores que podrían 
permanecer después de la extracción Es recomendable trabajar con diluciones que 
permita obtener una concentración final de 70-80 ng/uI para la amplificación de los 
exones correspondientes de K-RAS 
6.2. Amplificación del ezón 2 del gen KRAS 
El protocolo se diseñó siguiendo la referencia de Applied Biosystems para 
amplificar el exón 2 del gen K-RAS, en muestras de tejido embebido en parafina 
provenientes del tejido tumoral de pacientes con cáncer colorrectal y obtener 
amplicones que presentan las mutaciones más frecuentes, las cuales confieren 
resistencia al tratamiento en pacientes que presentan esta patología 
Oligonucleótidos 	 Secuencia de Ohgonucleótidos 
Oligonucleótidos A 	 ' tgtaaaacgacggccagtTAmGATAGTGTATTAACCTTATGTGTG 3 
Oligonucleótidos 	 5' caggaaacagctatgaccGWCCT1TATCTGTATCMAGAATG 3 
B 
Oligonucleótidos c 	 5' tgtaaaacgacggccagt TGTGACATGUCTSAATATAGTCACAU 3' 
Oligonucleótidos D 5' caggaaacagctatgacc ACCAGTAATATGCATATAAMC4AGA 3' Ex
ón
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Se realizó una reacción de amplificación de 20 ul utilizando los oligonucleótidos 
específicos (cebadores) consenso AIB y CID del exón 2, para obtener un producto de 
aproximadamente 200 pb. La secuencia de los oligonucleótidos utilizados son 
detallan en el cuadro 2. 
Cuadro II 
Secuencia de oligonucleótidos para el exón 2 del gen KRAS 
Se utilizaron 2 pl del ADN extraído, con una concentración final de 
aproximadamente 80 ng/pl para la reacción de amplificación. Los reactivos y 
los volúmenes que se utilizaron para la mezcla de reacción de de la PCR se 
describen en el cuadro 3. El perfil de temperaturas se puntualiza en el 
cuadro 4. 
Cuadro III. 
Mezcla de Reacción de la PCR 
REACTIVOS 	 (VOLUMEN TOTAL = 20 pl) 
H20 6 pl 
PCR Master Mix 
Reverse Oligonucleótidos A y C 25pmoI/uI 
Forward Oligonucleótidos B y D 25pmol/ul 	 1 1.d 
REACTIVO POR TUBO 
ADN extraído 	 2 pl 
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Cuadro IV. 
Perfil de temperaturas para la PCR: 
Programa de Ciclado para la amplificación del exón 2 del gen K-RAS 
1 dclo Desnaturalización inicial 96°C 5min 
35 ciclos 
Desnaturalización 94°C 30seg 
Anidamlento 58°C 45seg 
Extensión 72°C 45seg 
1 ciclo Extensión final 72°C lOmin 
HoId 4°C 
Control de Calidad: 
Durante cada amplificación se incluyeron un control positivo (cualquier muestra 
humana que presenta la banda del exón 2 del gen K-RAS en el gel), un control 
negativo (control que no presenta el templado, como el agua), yio un control de 
mezcla maestra (master mix con primers y agua de PCR). Su patrón de visualización 
fue el siguiente: 
• Control positivo: presencia de banda de aproximadamente 200 pb para 
los cebadores CID y una banda más larga, pero no mayor de 300 ph 
para los cebadores A/B. 
• Control negativo: No debe presentar ninguna banda en el amplificado. 
• Control de mezcla maestra (master mix): No debe presentar ninguna 
banda. 
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A continuación, se evaluó el producto especifico de cada reacción de amplificación 
junto a sus controles mediante un gel de agarosa de 1% con O 5X de TBE, se utilizó 5 
ul del producto amplificado con 1 ul del tampón de carga (loading dye) a voltaje de 
80V durante minutos 
6.3. Electroforesis co gel de agarosa. 
Los productos de la reacción en cadena de la polimerasa fueron separados en gel 
de agarosa en tampón TBE para poder confirmar si hubo amplificación o no del exón 
2 del gen KRAS y seleccionar las muestras a secuenciar 
Protocolo en gel de agarosa: 
Se pesó 1  de agarosa y se suspendió en un volumen de lOO ml de tampón O 5X 
TBE, quedando la agarosa a una concentración deI 1% 
Posteriormente se le pipetearon 5 jil de bromuro de etidio 1 mg/ml SE calentó 
durante un minuto aproximadamente Seguido, se vertió la suspensión en el molde de 
la cámara de etectroforesis, hasta que gel i ficara para poder servir las muestras Una 
vez gelificado, se añadió el tampón de comda 0 5 X TBE en la cantidad necesaria 
para llenar la cámara y cubrir el gel con 1 mm por encima del mismo Luego, se retiró 
el peine Se sirvieron 5 d de la escalera de peso molecular de 100 pb y  4 pI de cada 
muestra (3 pi de los amplificados más 1 1d del buffer de carga.) Se realizó la corrida a 
90V constantes durante una (1) hora Luego, se observó la separación de los 
fragmentos de amplificación en un transiluminador de Uy de 300 nm 
Se registró la corrida mediante el fotodocumentador y se evaluaron los productos 
obtenidos en relación con la escalera de peso molecular según los tamaños esperados 
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Se procedió a secuenciar las muestras en las cuales se observó una banda 
aproximadamente de 200 pb. 
6.4. Purificación de productos de PCR 
Las muestras que amplificaron fueron purificadas por el método de AgarACE de 
Promega. Se realizó el protocolo como lo indica el fabricante en el boletín técnico No. 
228. 
6.5. Cuantificación de productos purificados. 
Se realizó la cuantificación utilizando un espectrofotómetro (biofotómetro), 
diluyendo las muestras 1:50 para su medición con el propósito de determinar la 
cantidad necesaria del purificado que se utilizó en la reacción de secuenciación. 
6.6. Reacción de secuenciación. 
Para la reacción de secuenciación se utilizó el reactivo de BigDye Terminator v3. 1. 
de Applied Biosystem y oligonucleótidos en ambas direcciones (forward y reverse) 
del oligonucleótido universal M 13 que generan amplicones cortos de 200 pb. La 
secuencia de los oligonucleátidos que se utilizó para la amplificación en ambos 
sentidos para la secuenciación, se detalla a continuación en el cuadro V. 
Cuadro V. Secuencia del oligonucleátido universal Ml 3 
La secuencia del oligonuckotido universal M13 
Forward 	 5' TGTAAAACGACGGCCAGT 3' 
Reverse 	 5' CAGGJ'tAACAGCTATGACC 3 
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Los volúmenes y reactivos que se usó para la reacción de secuenciación se describen 
en el cuadro VI y en el cuadro VII, se puntualizan los volúmenes que se utilizó para el 
control positivo de la reacción de secuenciación. 
Cuadro VI. 
Mezcla de reacción de la secuenciación 
PROTOCOLO"ftwM 	nrizc para caoa te~de 5 pmol/l 
Vol. Final de coda Rx: 10tI 
nH2O 3,5 
Buffer 5x 2,0 
Oligonucleótido 5pmol/id 0,5 
BDT mlx 1,0 
TOTAL - BDT MIX 7,0 
ui de purificado 3 ul de la dilución 
Cuadro VII. 
Mezcla de Reacción para el control positivo de la secuenciación. 
PROTOCOLO para pGEM BOT mlx 
Vol. Final de Rx: 10 uL 
Reactivo pl 
H20 6,5 
Buffer 5X 1,5 
primer M13 0,5 
BDT mix 1 
TOTAL-BDT MIX 9.5111 
pGEM 0,5 
El proceso de amplificación se realizó en un Termociclador Applied Biosystem 
9700, mediante un ciclo inicial de 96°C por 1 minuto, y luego 25 ciclos repetitivos de 
96°C por lO segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C por 2 minutos, fi-nalmente, una 
fase de 4°C. 
66 
6.7. Purificación del producto de la reacción de secuenciación. 
La purificación del producto se realizó por medio del Big Dye® XTerminatorTM 
Purifucation, el cual remueve los "dye blots" capturando los dye terminators que no 
fueron incorporados, sales y otras moléculas que puedan interferir con el llamado de 
bases. Se siguió el protocolo del Big Dye® XTerminatorTM  Purification kit, número 
de Parte 4374408. (Cuadro VIII). 
Cuadro VITI. Purificación de la reacción de secuenciación. 
Hig I)v u XTcrmitlatir' Puritictkin Sol SAM (pl) Sol. X Ter minator (id) 
RxdelOILl 
	
45 
	
10 
Volumen por tubo del Mix:55 tl 
68. Secuenciación 
La separación de los productos de la reacción de secuenciación se llevó a cabo 
mediante electroforesis capilar en un analizador Genético AB! Prism 3130x] (Applied 
B iosystems). 
6.9. Edición de Secuenciación 
Las muestras que fueron amplificadas y posteriormente secuenciadas para el exón 
2 del gen KRAS se editaron utilizando el software de análisis Sequencher, el cual 
nos permitió eliminar las áreas en donde las secuencias no se podían leer claramente. 
Se analizaron las secuencias para determinar la presencia de mutaciones en el exón 2 
del gen KRAS. La presencia de picos dobles se interpreta en términos de la presencia 
de dos nucleótidos diferentes en la misma posición y la existencia de alteraciones en 
el gen ¡(RAS. 
RESULTADOS 
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RESULTADOS 
Se analizaron 60 muestras de tejido tumoral embebido en parafina para el exón 2 del 
gen KRAS Las 60 muestras de tejido tumoral estudiadas eran de ambos sexos sexo 
masculino 32 y 28 del sexo femenino 
Datos de genética molecular. 
Vls.iihidón de los productos de PCR. 
K RAS I'IR 1 i.iq,A I( 1) I.iii 2 l(I-II1-12 AA 	 Yari 111111 
qw 
Hi 1(1 2(112 
Fig 	 19 Análisis de los productos de PCR en geles de agarosa al 1% El gel muestra, 
en los carriles 3, 5, 7 y9 la presencia de una banda de 200 pb y en los caniles 2, 4, 6 y 
8, la presencia de una banda de 300 pb, ambas mdicando la presencia del exón 2 del 
gen de KRAS 
Pu,iriiadon A,,r ACU 1% 
MPM 	 009-1 	 0, )4 	 009 	 ioiu 
m • a - 
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En este gel de aguosa 1% (Fig 	 19), se confirmó la presencia de bandas de 
aproximadamente 200 pb y 300 pb, lo que si confirma que si hubo amplificacion del 
eón 2 del gen [(RAS, Y estas muestras fueron seleccionadas para ser secuenciadas 
o 	 Punficación de productos de PCR 
Fig 	 20 Gel de punficacion de productos de PCR, metodo Agar Ace Se observan la 
presencia de una banda después de realizar la punficación de los productos de PCR 
por el método de Agar ACE 
En este gel, se observó los productos de PCR punficados por el metodo de 
AgarACEde Promega,, a las 60 muestras analizadas se les purificó con este método 
¿I1 	 f f í ItlJ14 kIJt1 
!i í  
- 
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Secuenciación 
Fig 21 Electroferograma El electroferograma muestra la secuencia de datos 
producida por el analizador genético para la secuenciación del exón 2 del gen 
KRAS de una muestra analizada 
Las muestras que fueron secuenciadas para el exón 2 del gen KRAS se editaron 
utilizando el software de análisis Sequencher, se analizó las secuencias para 
determinar la presencia de mutaciones en el exón 2 del gen KRAS La presencia de 
picos dobles se interpreta en términos de la presencia de dos nucleótidos diferentes 
en la misma posición y la existencia de alteraciones en el gen KRAS 
71 
De las 60 muestras analizadas para el gen KRAS, se encontró un 62% de mutaciones 
y 38% de muestras no mutadas, tal como se observa en el Cuadro IX. 
1 k-1 GIyl3Asp 31 K-104 WT 
2 k-2 GIy12VaI 32 K-105 WT 
3 k-3 WT 33 K-106 GIyI2Val 
4 k-6 Glyl2Asp 34 K-107 Glyl2Asp 
k-10 GIyI2Ser 35 K-108 GlyI3Asp 
6 k-12 GIy12AIa 36 K-109 WT 
7 k-15 WT 37 K-110 WT 
8 K-21 Glyl2Asp 38 K-112 G1y12Va 
9 K-24 Glyl2asp 39 K-113 GlyI2Asp 
10 K-26 GIyI3asp 40 K-¡ 14 WT 
II K-28 GlyI2Scr 41 K-115 WT 
12 K-30 GLyI2Ser 42 K-116 WT 
13 K-34 GlyJ2Va! 43 K-117 WT 
14 K-38 GIyI2Cys 44 K-118 WT 
15 K-40 Glyl2Cys 45 K-1 19 GIyI2Cys 
16 K-47 GIyl3Asp 46 K-120 WT 
17 K-51 GIy12Asp 47 K- 121 WT 
18 K-54 GIyl2AIa 48 K-122 GIyl3Asp 
19 K-56 GIyI2Asp 49 K-123 GIyl2Cys 
20 K-58 GIyl3Asp 50 K-124 WT 
21 K61 GIyI3Asp 51 K-125 GIyI2Cys 
22 K-63 Gly12VaI 52 K-126 WT 
23 K-71 GlyI2asp 53 K-127 WT 
24 K-74 Glyl2Vaí 54 K-128 ADNdgradado 
25 K-79 GIy12Asp 55 K-129 WT 
26 K-82 GlyI2Val 56 K-130 (3ly12Asp 
27 K-94 WT 57 K-131 WT 
28 K-101 WT 58 K-132 WT 
29 K-102 GtyI2Ser 59 K-133 (Hyl3Asp 
30 K-103 GIyI2Ser 60 K-134 WT 
Cuadro IX. Mutaciones presentes en el gen KRAS en 60 muestras analizadas. 
El rango de edad fue de 37 a 88 años. El 45% correspondía a mujeres en un rango de 
43-79 años, observándose en el cuadro X. 
l 
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2 63 M 32 K-105 78 M 
- 77 M 33 K-106 58 E 
4 k-6 56 M 34 K-I07 67 M 
5 k-10 86 M 35 K-108 67 M 
6 k-12 47 M 36 K-109 57 E 
7 k-15 63 M 37 K-¡ 10 76 F 
8 ¡(-21 46 E 38 K-1 12 67 M 
9 K-24 57 E 39 K-113 50 M 
lo K-26 58 E 40 K-114 67 F 
11 K-28 43 F 41 K-1 15 66 M 
12 K-30 64 E 42 K-116 46 M 
13 K-34 67 M 43 ¡(-117 60 F 
14 K-38 37 E 44 K-118 63 M 
15 ¡(-40 71 M 45 K-119 67 M 
16 ¡(-47 68 E 46 K-120 77 y 
17 ¡(-51 69 M 47 K-121 69 M 
18 K-54 47 E 48 K-I22 70 M 
19 K-56 72 E 49 K-I23 84 M 
20 ¡(-58 61 E 50 ¡(-124 62 F 
21 ¡(-61 63 E 51 ¡(-125 60 M 
22 K-63 78 E: 52 ¡(-126 61 F 
23 K-71 43 E 53 ¡(-127 83 E 
24 K-74 79 E 54 ¡(-128 54 M 
25 K-79 77 M 55 ¡(429 64 M 
26 ¡(-82 72 M 56 ¡(-130 48 M 
27 ¡(-94 70 M 57 K-131 67 M 
28 ¡(-101 88 E 58 ¡(-132 44 M 
29 ¡(-102 45 M 59 ¡(-133 51 F 
30 K- 103 45 E 60 K- 134 53 M 
Cuadro X. Edad y sexo de las muestras analizadas para la secuenciación del gen 
KRAS. 
En el grupo formado de las mujeres menores de 60 años, se identificaron las 
siguientes mutaciones: Gly12Asp, Gly12Ser, (]IyI2Cys, Gly12Ala, Gly12VaI y 
Gly13Asp, de las cuales la de mayor frecuencia fue GIy12Asp. En el grupo de 
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hombres se observaron las mismas mutaciones, identificándose La mutación Gly 1 2Asp 
como la más frecuente, esto lo podemos observar en el cuadro XI. 
Frecuencia (%) Frecuencia (%) 
CIy12Asp (GGT>GAT) 6(30) 5(28) 
GIyI2Ser (GGT>AGT) 2(10) - 3(17) 
GIyI2Val (GGT>G11') 4(20) 4(22) 
GIyI2Cys (GGT>TGT) 4 (20) 1 (5) 
GIyJ2M (GGT>GCT) 1(5) 0 
GIyI3Asp (GGC>GAC) 3 (15) 5 (28) 
Cuadro XI. Frecuencias de mutaciones en el gen KRAS según sexo 
Las mutaciones de mayor frecuencia encontradas en nuestro grupo de estudio fueron 
las mutaciones Gly 1 2Asp y Gly 1 3Asp, tal como lo podemos observar en el cuadro 
xu 
G$yI2Asp (GGT>GAT) 10 17 
GJyI2Ser (GG1>ACT) 5 8 
GIyt2VaI (GGT>G1T) 7 12 
CIyl2Cys (CGT>TCT) 
.5 8 
GIyl2AIa (GGT>CCT) 2 3 
GIyl3Asp (GGC>GAC) 8 13 
WT 22 37 
- 
ADNdegr*ddo 1 2 
Cuadro XII. Frecuencias de Mutaciones presentes en el gen [(RAS en 
60 muestras analizadas. 
Se encontró mayor presencia de mutaciones en el rango de 61 a 70 años tanto para el 
sexo masculino como en el sexo femenino, tal como se muestra en el cuadro XLII. 
Rango de Eda# Sexo 
Mi: 
Cantka'. 
<40 1 1 
41-50 6 4 10 
51-60 4 6 10 
61-70 16 9 25 
71-80 5 5 10 
81-90 2 2 4 
Cuadro XIII. Cantidad de mutaciones según rango de edad y sexo. 
A continuación, ejemplos de electroferogramas de algunas de las mutaciones 
encontradas en nuestro estudio: 
1. Mutación Gy12Va (GGT>GTT) 
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2. Mutación GIyl2Ser (GGT>AGT) 
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3. Mutación GIy 12Ala (GGT>GCT) 
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4. Mutación GIyl3Asp (GGC>GAC) 
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DISCUSIÓN 
Optimizamos la técnica de PCR seguida de la secuenciación del gen KRAS, la cual 
nos permitió detectar las mutaciones presentes 
De las 60 muestras estudiadas, todas fueron amplificadas, pero solo 59 generaron 
la banda que evidenciaba la presencia del producto esperado Posteriormente, fueron 
secuenciadas 
Las mutaciones identificadas en el gen KRAS fueron Gly12Asp (GCiT>GAT), 
Glyl2Ser (GGT>AGT), Glyl2Ala ((]GT"GCT), (3lyl2Val (GCT>GIT), (ilyl2Cys 
(GGT>TGT) y Glyl3Asp (GGC>QAC) Se encontraron 6 de las 7 mutaciones 
somáticas más frecuentes reportadas en la literatura, con mayor incidencia- 
En 
idencia
 Panamá, la incidencia de esta enfermedad se ha ido incrementando en los 
últimos años En el 2009 se reportaron 259 casos nuevos de esta patología de un total 
de 5,432 pacientes, en el 2011, se registraron 235 defunciones de un total de 2626 
casos de pacientes con cáncer 
Esta patología fue detectada en las muestras de tejido tumoral de individuos o 
pacientes en un rango de edad de 37 a 88 años 
En el análisis molecular de estos tejidos tumorales, los resultados arrojaron un 62% 
de mutaciones en el codón 12 del oncogén KRAS Siendo las de mayor frecuencia la 
mutación de Gly12Asp (GQT>QAT) en un 17 %, seguida por la mutación de 
Glyl3Asp (GGC>CiAC) con un 13 y por la mutación de GlyI2Val (GGT>CflT) 
con un 12% 
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En cuanto a la distribución por sexo se observó que no hubo diferencias, lo cual 
coincide con lo observado por Senagore y colaboradores, pero no coincide con lo 
reportado por Pajkos y colaboradores, donde encontraron que se observan más las 
mutaciones en hombres que en mujeres Pero es imposible establecer conclusiones 
con este tamaño muestra¡ La continuación de este estudio es necesaria para obtener 
una respuesta satisfactona a esta diferencia de género y mutaciones 
El grupo de edad más afectado se ubicó entre los 61 y  70 años, lo cual concuerda 
con los resultados reportados por Cotram y colaboradores, que lo ubicaron entre los 
60 y  69 años Sin embargo, estos resultados no concuerdan con los del grupo de 
investigadores de Pajkos (1999 y 2002), los cuales en su estudio, sobre el valor 
pronóstico de la presencia de mutaciones en el codón 12 del oncogén KRAS, 
detectaron que el rango de edad era de 51-60 años donde estaban las mutaciones Esta 
diferencia probablemente esté asociada a la temporalidad del diagnóstico 
Definitivamente, cuánto antes se sospeche la patología y se tenga la capacidad 
diagnóstica, el paciente va a ser captado más temprano 
El porcentaje de mutaciones del oncogén K-RAS observado fue del 63% en los 
tejidos tumorales colorectales evaluados, estos resultados son mayores a los 
reportados por Capella y colaboradores, los cuales fueron del 40,1% Y a los 
resultados encontrados por el grupo de Finkelstein y colaboradores, que fue del 35% 
Igualmente, el grupo de investigadores de Spandidos encontraron una activación 
significativa en el codón 12 del 38% 
Naguib y colaboradores, en el 2010, publicaron en sus resultado las mutaciones 
del K-fueron encontradas en 22 0% en pacientes con cánceres colorectales, dentro de 
un estudio prospectivo en investigaciones del cáncer del grupo europeo 
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En un grupo de pacientes rusos, Amosenko y colaboradores en el 2010, reportaron 
que la frecuencia de mutaciones en cánceres colorectales era del 49% 
Martínez-Garza y colaboradores encontraron que las mutaciones puntuales en el 
codón 12 estaban presentes en el 53% de los tumores de pacientes en una población al 
norte de México 
1998, Glarakis y su grupo de estudio encontraron mutaciones del K-ras en 42 3% 
de adenomas y en 36 8% de carcinomas Resultados parecidos fueron reportados por 
el grupo de investigadores de Baza n (2002), encontrando que el 46% de los 
carcinomas colorectales primarios presentaron mutaciones en K-ras 54% en codón 
12 
Poehlmann y colaboradores en el 2007, encontraron en el 29% de los pacientes 
con cáncer colorrectal, el gen KRAS mutado, siendo el más afectados el codón 12 Y 
las las variantes en las mutaciones con una alta frecuencia fue G—>A (63%), seguida 
por G—>T (26%) 
Estrada 2009, encontraron mutaciones en el codón 12 y  13 del oncogén KRAS en 
23 33% de los pacientes venezolanos De estos, 28 57% fue localizado en el codón 12 
Estas discrepancias son debidas quizás, a diferencias étnicas, como fue sugerido por 
Neuhausen y colaboradores, o variaciones en la metodología de estudio 
Nuestros resultados son similares a los reportados por Sameer y colaboradores, y 
al grupo de Wu El grupo de investigadores de Sameer, estudiaron a un grupo de 
paciente en un país de la india (Kashmir) con cáncer colorrectal, y presentaron 
22 64% mutaciones en el gen kras, de las cuales, el 61 5% de las mutaciones 
ocurren en el codón 12 
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Wu y colaboradores, en su estudio reportaron mutaciones en el 26 5% de los 
tumores colorrectales en pacientes provenientes de una población china de Taiwan, el 
62 5% de todas las mutaciones eran G>A, el 292% G>T y solo el 8 3 % presentaron 
G>C en el codón 12 del gen KRAS Adicionalmente, Vogelstein y colaboradores 
demostraron que la presencia de mutaciones en el gen KRAS está directamente 
asociada al tainaflo del tumor, especialmente cuando el diámetro es mayor de 1 cm Es 
posible asociar de los resultados obtenidos que nuestros pacientes probablemente son 
captados más tardíamente y por lo tanto su probabilidad de tener mutaciones en el gen 
KRAS es mayor 
En un estudio realizado a pacientes de Holanda en 2003, por el grupo de 
investigadores de Bnnk y colaboradores, encontraron que la mutación predominante 
eran ()>A y (3>T, y los codones 12 y  13 eran los más frecuentes afectados 
En 1991, Cappella y colaboradores encontraron que esta mutación de transición de 
G a A ocurre más frecuentemente en tumores colorrectales 
Cerottini y colaboradores, en sus estudios encontraron que los pacientes con esta 
mutaciones 12-TGT y 13-CiAC estuvieron libre de enfermedad por dos años 
El oncogén K-RAS ha sido asociado con el desarrollo del cáncer de colon y 
constituye uno de los eventos tempranos que suceden en la secuencia adenoma-
carcinoma y su identificación permite tener un indicador temprano de malignidad 
Esto ha llevado a los investigadores a nivel mundial a emplear técnicas que permiten 
la identificación temprana de esta mutación en muestras biológicas que son más 
accesibles para su análisis (Rennert el al) 
La importancia de la identificación de las mutaciones del oncogén K-RAS radica 
en poder ser usada como factor pronóstico independiente, tal y como fue previamente 
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propuesto por Pajkos y colaboradores, Cerottini y colaboradores y el grupo de 
Benhattar y colaboradores 
Para nuestro conocimiento este es el primer estudio mutacional en el gen KRAS 
que se realiza en Panamá Fue producto de la colaboración del Instituto 
Conmemorativo Gorgas, la Universidad de Panamá y el Instituto Oncológico 
Nacional, permitió conocer la frecuencia de las mutaciones presentes en el Cáncer 
Colorrectal en nuestro país y poder así iniciar la terapia personalizada de esta 
patología. 
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CONCLUSIONES 
Los hallazgos del presente trabajo, nos permiten llegar a las siguientes conclusiones 
1 Optimizar la técnica de de secuenciación para la detección de mutaciones 
presentes en el exón 2 deI gen KRAS 
2 Caracterizar el espectro de mutaciones puntuales en el exón 2 del gen 
KRAS en muestras de tejido tumoral con diagnóstico de cáncer colorectal en 
la población panameña. 
3 Inferir, a través del análisis de una muestra de nuestra población local, la 
frecuencia y tipo de mutaciones en el exón 2 del oncogén KRAS en muestra de 
tejido tumoral 
4 Determinar la prevalencia de mutaciones encontradas en la muestra de 
nuestra población, la cual es muy semejante a lo reportado en poblaciones de 
la India y Taiwán 
5 Corroborar la no existencia de diferencias significativas entre los factores de 
riesgo como edad y sexo 
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